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Diferentes mecanismos têm sido propostos para explicar o comprometimento cognitivo à 
longo prazo em sobreviventes à sepse. Sepse é considerada uma disfunção orgânica 
acompanhada de alta mortalidade. Entre estas disfunções, estão o dano cognitivo, resultante 
da Encefalopatia séptica (ES) à longo prazo que gera um impacto negativo na qualidade de 
vida dos sobreviventes. A presença de alterações na estrutura mitocondrial como um provável 
contribuinte para o comprometimento da encefalopatia e, como a recuperação da função 
mitocondrial impacta no desenvolvimento dessas disfunções ainda não é conhecida. Este 
estudo buscou avaliar o papel da dinâmica mitocondrial na disfunção cognitiva após sepse 
tardia. Para isso, foi utilizado o modelo animal de Ligação e Perfuração Cecal (CLP) para 
indução da sepse. Um grupo de animais foi tratado intracerebroventriculamente com 
rapamicina e rilmenidina, (fármacos ativadores dependente e independente da via mecanicista 
alvo da rapamicina -mTOR, reguladora da autofagia), do sétimo ao nono dia após a cirurgia, 
uma vez ao dia. Os animais foram mortos 24 horas, 3 e 10 dias após a sepse e, o hipocampo e 
o córtex pré-frontal foram removidos para determinar parâmetros que avaliavam a dinâmica 
mitocondrial. Os resultados iniciais mostraram que a sepse foi associada com disfunção 
mitocondrial cerebral aguda (24 horas) e tardia (10 dias) com os níveis de adenosina trifosfato 
(ATP) e consumo de oxigênio ex vivo diminuídos. Marcadores da via da autofagia 
representados pelas proteínas relacionadas a via da autofagia (ATG) - ATG 16, ATG 12, ATG 
7, ATG 5, Beclina, proteína de cadeia leve (LC3 A/B) e marcadores da via da mitofagia 
(PINK/Parkin), bem como o conteúdo das proteínas mitocondriais (Mn-SOD e COX) não 
foram regulados durante esses tempos. Contudo, após tratamento com os ativadores da 
autofagia, os níveis cerebrais de ATP (adenosina trifosfato) e o consumo de oxigênio ex vivo 
no hipocampo e córtex pré-frotal reverteram a redução, sugerindo uma melhora na função 
mitocondrial. Assim como os ativadores da autofagia reverteram atividades de complexos (I, 
II, II-III) e das enzimas do ciclo de Krebs (citrato sintase e succinato desidrogenase), 
principalmente, no córtex pré-frotal. A carbonilação de proteínas apresentou melhora do dano 
oxidativo induzido pelo CLP após o tratamento com rapamicina.  Além disso, a rapamicina 
foi capaz de reverter a redução da razão mtDNA/gDNA, que esteve de acordo com as 
imagens da ultraesturura da mitocôndria, reduzindo o edema mitocondrial após tratamento. 
Finalmente, mesmo com o comprometimento cognitivo à longo prazo observado em animais 
sobreviventes à sepse tardia os ativadores de autofagia foram capazes de melhorar o déficit 
 cognitivo após tratamento. Em conclusão, o comprometimento da função cerebral a longo 
prazo está temporariamente relacionado à disfunção mitocondrial. Ativadores de autofagia 
mitocondrial mediante a restauração da função mitocondrial e consequente melhora do 
metabolismo energético, poderiam recuperar animais com comprometimento cognitivo 
sobreviventes ao modelo CLP. 
 




Several different mechanisms have been proposed to explain long-term cognitive impairment 
in sepsis survivors. Sepsis is considered an organic dysfunction accompanied by high 
mortality. Among these dysfunctions are the cognitive damage resulting from long-term 
septic encephalopathy (ES) that has a negative impact on the quality of life of survivors. The 
presence of alterations in the mitochondrial structure as a likely contributor to the 
encephalopathy impairment and, as the recovery of mitochondrial function has an impact on 
the development of these dysfunctions is not yet known. This study aimed to evaluate the role 
of mitochondrial dynamics in cognitive dysfunction after late sepsis. For this, the animal 
model CLP (Cecal ligation and perforation) was used for induction of sepsis. One group of 
animals was treated intracerebroventrically with rilmenidine or rapamycin, which are 
independent activating drugs and dependent on the mTOR pathway, the main regulator of 
autophagy activation, once daily, from the seventh to the ninth postoperative day. The animals 
were killed 24 hours, 3 and 10 days after sepsis, and the hippocampus and prefrontal cortex 
were removed to determine mitochondrial function. Initial results showed that sepsis was 
associated with acute (24-hour) and late (10-day) brain mitochondrial dysfunction with 
decreased adenosine triphosphate (ATP) levels and ex vivo oxygen consumption. The 
autophagy pathway represented by the proteins (ATG 16, ATG 12, ATG 7, ATG 5, Beclina 
and LC3 A / B) and mitofagia (PINK / Parkin), as well as mitochondrial proteins content 
(Mn-SOD and COX) were not regulated during those times. However, after treatment with 
autophagy activators, brain ATP levels and ex vivo oxygen consumption in the hippocampus 
and preflexial cortex reversed the reduction, suggesting an improvement in mitochondrial 
function. The autophagy activators reversed the activities of some complexes (I, II, I-II) and 
the enzymes of the Krebs cycle (citrate synthase and succinate dehydrogenase), mainly in the 
prefrontal cortex. Carbonylation of proteins showed improvement in PFa induced oxidative 
damage after treatment with rapamycin. In addition, rapamycin was able to reverse the 
reduction of the mtDNA / gDNA ratio, which was in agreement with the mitochondrial 
ultrahighureness images, reducing mitochondrial edema after treatment. Finally, even with the 
long-term cognitive impairment observed in animals surviving late sepsis, autophagy 
activators were able to improve cognitive deficit after treatment. In conclusion, long-term 
impairment of brain function is temporally related to mitochondrial dysfunction. Activators of 
mitochondrial autophagy through the restoration of mitochondrial function and consequent 
 improvement of energy metabolism could recover animals with cognitive impairment 
surviving CLP model. 
 
Keywords: autophagy; brain dysfunction; mitochondrial dysfunction; sepsis. 
  
 LISTA DE ILUSTRAÇÕES 
 
Figura 1: Fisiopatologia da sepse ........................................................................................ 26 
Figura 2: Estrutura da mitocôndria. ..................................................................................... 30 
Figura 3: Síntese de ATP. ................................................................................................... 31 
Figura 4: Representação esquemática das etapas de formação dos autofagossomos e de 
proteínas e vias relacionadas com o processo autofágico. ..................................................... 39 
Figura 5: Modelo experimental de sepse abdominal por peritonite fecal (CLP). .................. 47 
Figura 6: Desenho Experimental ......................................................................................... 48 
Figura 7: Teste da esquiva inibitória. ................................................................................... 51 
Figura 8: Teste de reconhecimento de objetos. .................................................................... 52 
Figura 9: A evolução da função mitocondrial no cérebro durante o desenvolvimento da sepse
 ............................................................................................................................................ 59 
Figura 10: Conteúdo da SOD2 e COX no cérebro durante a evolução da sepse ................... 60 
Figura 11: Expressão proteica dos marcadores de autofagia durante o desenvolvimento da 
sepse .................................................................................................................................... 61 
Figura 12: Expressão proteica dos marcadores da via da autofagia envolvidas na pré-
formação e formação da estrutura autofagossômica durante o desenvolvimento da sepse ..... 62 
Figura 13: Quantificação gênica de marcadores de mitofagia durante o desenvolvimento da 
sepse .................................................................................................................................... 63 
Figura 14: Efeito de ativadores da autofagia na função mitocondrial cerebral após sepse 
tardia ................................................................................................................................... 64 
Figura 15: O efeito de ativadores da autofagia mitocondrial nas atividades cerebrais nas 
atividades dos complexos (I, II, II-II e IV) da cadeia respiratória após sepse tardia ............... 65 
Figura 16: O efeito de ativadores da autofagia mitocondrial nas atividades cerebrais das 
enzimas do ciclo de Krebs no cérebro após sepse tardia ....................................................... 66 
Figura 17: Efeito do tratamento com ativadores da autofagia em dano oxidativo em proteínas 
após sepse tardia .................................................................................................................. 67 
Figura 18: O efeito de ativadores de autofagia mitocondrial no genoma cerebral na sepse 
tardia ................................................................................................................................... 68 
Figura 19: O efeito de ativadores de autofagia mitocondrial nas mitocôndrias cerebrais na 
sepse tardia .......................................................................................................................... 69 
 Figura 20: O efeito de ativadores de autofagia mitocondrial em déficits cognitivos à longo 
prazo em sobreviventes à sepse ............................................................................................ 70 
 
  
 LISTA DE TABELAS 
 
Tabela 1: Resumo dos resultados obtidos no Protocolo I ..................................................... 71 
Tabela 2: Resumo dos resultados obtidos no Protocolo II .................................................... 71 
 
  
 LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS 
 
ATP  Adenosina Trifosfato 
ATG               Proteína relacionada a autofagia ( do inglês Autophagy-related protein) 
ANOVA         Ánalise da Variância ( do inglês, Analysis of variance) 
BECN1           Beclina-1 (do inglês Beclin-1) 
Ca   Cálcio 
cAMP  Adenosina Monofosfato Cíclica (do inglês, cyclic adenosine monophosphate) 
CAT  Catalase 
CONCEA Conselho Nacional De Controle De Experimentação Animal 
Cox-2  Ciclo-oxigenase-2 
COX               Citocromo C Oxidase 
Cu+2  Íon de Cobre 
DAMP  Padrões Moleculares Associados à Danos (do inglês danger-associated 
molecular patterns) 
DNA  Ácido Desoxirribonucleico (do inglês, deoxyribonucleic acid) 
mtDNA           Ácido Desoxirribonucleico mitocondrial (do inglês, deoxyribonucleic acid) 
gDNA.            Ácido Desoxirribonucleico genômico 
EDTA  Ácido Etilenodiamino Tetra-Acético (do inglês, ethylenediamine tetraacetic 
acid) 
ELISA  Ensaio Imunoenzimático (do inglês, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 
ERN  Espécies Reativas de Nitrogênio 
ERO  Espécies Reativas de Oxigênio 
ES.                  Encefatopatia Séptica 
FAD  Dinucleótido de Flavina Adenina 
Fe+3  Íon de Ferro 
GPx  Glutationa peroxidase (do inglês, glutathione peroxidase) 
GR  Glutationa redutase (do inglês, glutathione reductase) 
GSH  Glutationa Reduzida (do inglês glutathione) 
H2O2  Peróxido de Hidrogênio 
H2S  Sulfeto De Hidrogênio 
HClO  Ácido Hipocloroso 
I.C.V               Intracerebroventricular 
 I.V  Intravenoso 
IL-1  Interleucina-1 
IL-1α  Interleucina-1 Alfa 
IL-1β  Interleucina-1 Beta 
IL-6  Interleucina-6 
iNOS  Óxido Nítrico Induzível (do inglês, inducible nitric oxid synthase) 
LC3                Cadeia leve 3 da proteína associadas a microtúbulos 1A/1B (do inglês 
MAP1LC3 – Microtubule -associated proteins 1A/1B light chain 3) 
LCR  Líquido Cefalorraquidiano 
LPS  Lipossacarídeo 
MDA  Malondialdeído 
Mn-SOD        Superóxido dismutase dependente de manganês (do inglês, superoxide 
dismutase) 
MMP  Metaloproteinase de Matriz (do inglês, Matrix Metalloproteinase) 
MPO               Mieloperoxidase (do inglês, Myeloperoxidase) 
MST  3-Mercaptopiruvato Sulfutransferase 
mTOR            mecanismo alvo da rapamicina (do inglês targets of rapamycin) 
mTORC1       mecanismo do complexo 1 alvo da rapamicina (do inglês mTOR Complex 1) 
Na2S  Sulfeto de sódio 
NaCl  Cloreto de sódio 
SNC                Sistema Nervoso Central 
NAD+  Dinucleótido de nicotinamida e adenina 
NADH  Dinucleótido de nicotinamida e adenina reduzida 
NADPH  Fosfato Dinucleótido de Nicotina e Adenina (do inglês nicotine dinucleotide 
phosphate and adenine) 
NaHS  Hidrossulfeto de sódio 
NAC               N-acil cisteína 
NFkB  Fator Nuclear Kappa B (do inglês nuclear factor kappa B) 
NMDA  N-metil-D-aspartato (do inglês N-methyl-D-aspartate) 
NO  Óxido Nítrico 
NO2  Dióxido de nitrogênio 
NO2
-  Nitrito 
NO3
-  Nitrato 
 NOS  Óxido nítrico sintetase 
NOX  Nitrito/nitrato 
O2
˚  Ânion Superóxido 
OH-  Radical Hidroxila 
OMS  Organização Mundial da Saúde 
ONOO-  Radical Peroxinitrito 
PAF                Fator de Ativação de Plaquetas (do inglês, Platelet Activating Factor) 
PAMPs        Padrões Moleculares Associados a Patógenos (do inglês, Pathogen Associated 
Molecular Patterns) 
PINK          (do inglês PTEN-induced putative kinase)    
PGC-1α     Receptor do coativador alfa 1 gama do peroxissoma  (do inglês peroxisome 
proliferator-activated  receptor gamma co-activator 1 alpha)       
PPAR         Receptor Proliferador de Peroxissoma (do inglês, Peroxisome Proliferator-
Activated Receptors) 
PRRs             Padrão de Reconhecimento Padrão (do inglês, Pattern Recognition Receptors) 
SNC         Sistema Nervoso Central 
SPSS         Pacote Estatístico para Ciências Sociais (do ingles Statistical Package For The 
Social Science) 
TBARS  Substâncias Reativas ao Ácido Tiobarbitúrico (do inglês, Thiobarbituric acid 
reactive substances) 
TFAM            (do inglês Transcription fator A mitochondrial) 
TLRs  Receptores Semelhantes a Toll (do inglês Toll-like receptors) 
TNFR1  Receptor de Fator de Necrose Tumoral-1 (do inglês Tumor Necrosis Factor-1) 
TNF-α  Fator De Necrose Tumoral Alfa (do inglês Tumor Necrosis Factor Alpha) 
UFSC              Universidade Federal de Santa Catarina 
URGS             Univesidade do Rio Grande do Sul 
UNESC  Universidade do Extremo Sul Catarinense 








1 INTRODUÇÃO ............................................................................................................... 20 
1.1 SEPSE ........................................................................................................................... 21 
1.1.1 Definição e Classificação ........................................................................................... 21 
1.1.2 Aspectos Epidemiológicos ......................................................................................... 22 
1.1.3 Fisiopatologia da Sepse ............................................................................................. 24 
1.2 MITOCÔNDRIA ........................................................................................................... 28 
1.2.1 Genoma mitocondrial ................................................................................................ 31 
1.3 ENCEFALOPATIA SÉPTICA E A DISFUNÇÃO MITOCONDRIAL .......................... 33 
1.4 O PAPEL DA AUTOFAGIA NA DINÂMICA MITOCONDRIAL ............................... 36 
1.5 MODULAÇÃO DA AUTOFAGIA MITOCONDRIAL ................................................. 40 
2 JUSTIFICATIVA ........................................................................................................... 44 
3 OBJETIVOS ................................................................................................................... 45 
3.1 OBJETIVOS GERAIS ................................................................................................... 45 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS ......................................................................................... 45 
4 MATERIAIS E MÉTODOS ........................................................................................... 46 
4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS E ASPECTOS ÉTICOS ................................................. 46 
4.2 MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE E TRATAMENTOS ..................................... 46 
4.3 DESENHO EXPERIMENTAL ...................................................................................... 47 
4.3.1 Protocolo I ................................................................................................................. 48 
4.3.2 Protocolo II ................................................................................................................ 49 
4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS ................................................................................. 50 
4.4.1 Esquiva inibitória ...................................................................................................... 50 
4.4.2 Reconhecimento de objetos ....................................................................................... 51 
4.5 AVALIAÇÃO DA DISFUNÇÃO MITOCONDRIAL FRENTE AO INSULTO SÉPTICO 
E PÓS ESTIMULAÇÃO DE AUTOFAGIA ........................................................................ 52 
4.5.1 Consumo ex vivo de oxigênio ..................................................................................... 52 
4.5.2 Níveis de ATP ............................................................................................................ 53 
4.5.3 Expressão do conteúdo de proteína mitocondrial e dos ativadores da 
autofagia/mitofagia por Western Blotting .......................................................................... 53 
4.5.4 Dano oxidativo ........................................................................................................... 54 
4.5.5 Proteínas .................................................................................................................... 54 
 4.5.6 Atividade dos complexos enzimáticos da cadeia respiratória mitocondrial ............ 54 
4.5.7 Atividade das enzimas do Ciclo de Krebs................................................................. 55 
4.5.8 Análise molecular da razão de DNA mitocondrial total/DNA genômico por 
Turbized .............................................................................................................................. 55 
4.5.9 Análise ultra estrutural das mitocôndrias por microscopia eletrônica de 
transmissão ......................................................................................................................... 56 
4.6 ANÁLISES ESTATÍSTICA ........................................................................................... 56 
5 RESULTADOS ............................................................................................................... 58 
5.1 A FUNÇÃO MITOCONDRIAL É COMPROMETIDA NO SNC DURANTE O 
DESENVOLVIMENTO DA SEPSE .................................................................................... 58 
5.2 A DINÂMICA MITOCONDRIAL NÃO É REGULADA DURANTE O 
DESENVOLVIMENTO DA SEPSE .................................................................................... 60 
5.3 ATIVADORES DA AUTOFAGIA MITOCONDRIAL MELHORAM A FUNÇÃO 
MITOCONDRIAL APÓS SEPSE TARDIA ........................................................................ 63 
5.4 ATIVADORES DA AUTOFAGIA MITOCONDRIAL MELHORAM A OXIDAÇÃO 
DE PROTEÍNAS APÓS SEPSE TARDIA ........................................................................... 67 
5.4 ATIVADORES DE AUTOFAGIA MELHORAM O DÉFICIT COGNITIVO À LONGO 
PRAZO EM ANIMAIS SOBREVIVENTES À SEPSE........................................................ 69 
5.5 RESUMO DOS RESULTADOS BIOQUÍMICOS, IMUNOQUÍMICOS, 
MOLECULARES E COMPORTAMENTAIS ..................................................................... 70 
6 DISCUSSÃO ................................................................................................................... 72 
7 CONCLUSÕES ............................................................................................................... 80 
REFERÊNCIAS ................................................................................................................. 81 
ANEXOS ............................................................................................................................ 93 
ANEXO A – CARTA DE ACEITE DO COMITÊ DE ÉTICA REFERENTE AO 
PROTOCOLO I ................................................................................................................. 94 
ANEXO B – CARTA DE ACEITE DO COMITÊ DE ÉTICA REFERENTE AO 
PROTOCOLO II ............................................................................................................... 95 
ANEXO C – REPRESENTAÇÃO DOS WESTERN BLOTTING DAS PROTEÍNAS DA 







1 INTRODUÇÃO  
 
A sepse é uma resposta inflamatória sistêmica à presença de um agente infeccioso 
resultando em uma disfunção orgânica com risco de vida (Singer et al., 2016). A inflamação é 
uma resposta normal do sistema imune quando há uma infecção, porém na sepse, esse 
processo inflamatório é exacerbado ocasionando a síndrome de insuficiência de múltiplos 
órgãos e em muitos casos, a morte do paciente (Dellinger et al., 2013; Abraham et al., 2016). 
Os neurônios são altamente dependentes de oxigênio. A cooperação metabólica 
entre células gliais e neurônios para a recaptação de neurotransmissores, defesa contra o 
estresse oxidativo e liberação do substrato dependem criticamente da disponibilidade de 
energia (Johri e Beal., 2012). Disfunção mitocondrial é definida como a inabilidade da 
mitocôndria de produzir e manter níveis suficientes de ATP, através de fosforilação oxidativa 
(FOX) em resposta às demandas energéticas (Montgomery e Turner, 2015). Neste contexto, a 
normalidade da função mitocondrial é vital para a manutenção da função cerebral. Dano a 
cadeia de transporte de elétrons é um fator importante na patogênese de muitas doenças 
neurodegenerativas (Johri e Beal, 2012) e é observada nos estágios iniciais da sepse (Palikaras 
et al., 2015). 
Dentre as anormalidades fisiológicas, as alterações na função e na dinâmica 
mitocondrial merecem destaque, uma vez que a homeostase da organela é essencial para a 
viabilidade e o bom funcionamento do fornecimento energético celular. Nos últimos anos, a 
mitocôndria tem sido envolvida na participação de diversos eventos relacionados à 
comunicação celular, com papel integrador e em reposta a vários estressores (Marin-Garcia e, 
Goldenthal 2004; West, 2011; Johri e Beal., 2012; Harris., 2017). A mitocôndria apresenta um 
importante papel na fisiologia celular além de sua função no metabolismo energético. O 
correto funcionamento da cadeia respiratória mitocondrial garante baixas tensões de oxigênio 
intracelular, evitando oxidações indesejáveis. Finalmente, a mitocôndria contém uma 
variedade de proteínas envolvidas na regulação da morte celular, um processo que dependente 
de energia (Wallace, 1999). 
A homeostase mitocondrial é regulada pela dinâmica mitocondrial, incluindo os 
processos de autofagia, mitofagia e biogênese mitocondrial (Palikaras et al., 2015). A 
autofagia recicla organelas redundantes, não essenciais ou danificadas, e componentes 
macromoleculares (Harris e Rubinstein., 2012). As proteínas que regulam a dinâmica 
mitocondrial estão intimamente envolvidas na autofagia (Harris e Rubinstein., 2012). Da 
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mesma forma, duas proteínas, quinase 1 induzidas por proteínas (PINK1) e Parkin, 
desempenham papéis importantes na mitofagia e controle da qualidade mitocondrial (Bingol e 
Sheng, 2016). Mitofagia é um processo pelo qual as mitocôndrias são direcionadas para ser 
alvo de degradação através da via da autofagia (Narendra et al., 2008). Por sua vez, a 
biogênese mitocondrial engloba uma série de etapas que busca a regulação do conteúdo 
mitocondrial e sua morfologia, incluindo a coordenação da expressão, importação e genomas 
nucleares e mitocondriais (Perez-Pinzon et al., 2012; Gunst., 2017). Também representa um 
mecanismo importante através do qual a regulação da capacidade mitocondrial pode ocorrer 
durante a falência de múltiplos órgãos e sua fase de recuperação (Carré et al., 2010). 
Estudo demonstrou que as consequências a longo prazo após a recuperação da 
sepse geralmente incluem danos neurológicos, do tipo isquemia cerebral, alterações 
metabólicas e neuroinflamamação (Annane e Sharchar., 2015). Em animais submetidos a 
sepse, mesmo após a recuperação completa, demonstrou-se o comprometimento significativo 
das tarefas comportamentais, indicando déficits cognitivos (Barrichello et al., 2005; 
Semmeler., 2013). Em pacientes recuperados, observa-se déficits cognitivos persistentes 
(Schmidt et al., 2016), o que pode estar associado a prejuízos de longa duração nas 
capacidades cognitivas (Semmler., 2013). Dada a importância em suas funções, não é 
surpreendente constatar que a integridade e funcionalidade da mitocôndria pode afetar a 
viabilidade celular. Nesse contexto, a correta função mitocondrial é vital para a manutenção 




1.1.1 Definição e Classificação 
 
A sepse pode ser definida como uma disfunção orgânica potencialmente fatal 
causada por uma resposta imune desregulada à infecção. Já o choque séptico é definido como 
sepse acompanhada de anormalidades vasculares/celulares e metabólicas que podem aumentar 
a taxa de mortalidade (Abraham, 2016; Singer, 2016).  
Os critérios clínicos para o diagnóstico de sepse são: suspeita ou certeza de 
infecção e aumento agudo de dois ou mais pontos no escore SOFA (Sequential Organ Failure 
Assessment) em resposta à infecção (representando disfunção orgânica). Para o choque 
séptico, os critérios clínicos são: sepse associada a necessidade de vasopressor para elevar a 
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pressão arterial média acima de 65mmHg e lactato maior que 2mmol/l (18mmol/dl) após a 
reanimação volêmica adequada (Abraham., 2016; Singer et al., 2016).  
A sepse pode estar associada a manifestações sistêmicas gerais, traduzidas por 
respostas inflamatórias, macro e micro-hemodinâmicas, além das disfunções de órgãos 
(Dellinger., 2013; Singer et al., 2016. Mais recentemente, foi redefinido o conceito de sepse e 
choque séptico, com ênfase em determinar a presença de disfunção de órgãos, o que levaria a 
um maior risco de mortalidade, do que simplesmente uma infecção associada a Síndrome de 
Resposta Inflamatória Sistêmica (SIRS), que pode refletir apenas uma inapropriada resposta 
do hospedeiro, frequentemente adaptativa. Esta nova visão é consistente com o fato de que os 
defeitos celulares alicerçam síndromes fisiológicas e bioquímicas em sistemas de órgãos 
específicos (Abraham., 2016; Singer et al., 2016). 
 
1.1.2 Aspectos Epidemiológicos 
 
A incidência mundial da sepse está situada em torno de 19 milhões de casos ao 
ano, bem como entre as principais causas de óbito em Unidades de Terapia Intensiva (UTI’s), 
a mesma representa uma incidência de 30%, com taxa de mortalidade de 25 a 50% (Angus e 
Van der Poll, 2013; Zhou et al., 2014).  
No Brasil, esta taxa chega a superar 70%, o que, provavelmente, se correlaciona 
ao acesso dos pacientes a centros de atendimento precário (Taniguchi et al., 2014). A 
incidência global da síndrome é cada vez maior, se relacionando a vários fatores, dentre eles, 
o envelhecimento da população, assim como o aumento de doenças crônicas, quimioterapia, 
procedimentos invasivos, transplantes e uso de imunossupressores (Mayr et al., 2014).  De 
2006 a 2015, a incidência anual de sepse aumentou 50,5% de 31,5/100.000 para 47,4/100.000 
pessoas (Quintano Neira et al., 2018). 
Há de se considerar que, com o aumento da incidência (Hotchkiss e Karl., 2003), 
a sepse vem adquirindo uma crescente importância, seja pela melhoria do atendimento de 
emergência, uma vez que mais pacientes graves sobrevivam ao insulto inicial; seja pelo 
aumento da população idosa e de pacientes imunossuprimidos, originando um grupo 
populacional susceptível ao aparecimento de infecções graves. Uma outra questão relevante é 
o aumento da resistência bacteriana, contribuindo ainda mais para esse crescente aumento, 




O dano cognitivo à longo prazo vem sendo relatado como uma sequela de sepse 
(Gunther et al., 2012; Semmler et al., 2013). Estudo mostra que a prevalência de dano 
cognitivo moderado a grave é 10,6% maior em pacientes sobreviventes de sepse grave 
(Iwashyna et al., 2010). Estudos clínicos demostraram que pacientes que sobreviveram a 
sepse apresentaram comprometimento cognitivo à longo prazo, incluindo alterações na 
memória, atenção, concentração e/ou prejuízo global da função cognitiva, além de perda de 
qualidade de vida (Angus et al. 2001; Rothenhausler et al. 2001; Granja et al. 2004; Hopkins 
et al. 2004; Iwashyna et al. 2010; Prescott e Angus., 2018).  
Estudos estimaram que a sepse pode estar associada ao desenvolvimento de até 
20.000 novos casos de comprometimento cognitivo moderado a grave nos EUA (Angus et al. 
2001; Iwashyna et al. 2010). Esses efeitos de longo prazo podem estar associados a 
complicações na fase aguda (ex. delirium e ES) e a fatores de risco prévio dos pacientes. Após 
a hospitalização, os pacientes podem ter prejuízos a longo prazo na memória, atenção, 
fluência verbal ( Annane e Sharshar., 2015). Em um estudo observacional de 516 
participantes do Estudo de Saúde e Aposentadoria dos EUA que sobreviveram a uma 
hospitalização com sepse, a prevalência de comprometimento cognitivo moderado a grave 
aumentou de 6,1% antes da hospitalização para 16,7% após a hospitalização (Iwashyna et al., 
2010) Em outro estudo mais recente, foi observado uma redução de mortalidade, decorrente 
da sistematização do tratamento da sepse (Kaukonen et al., 2014).  
Esse comprometimento cognitivo à longo prazo tem sido observado tanto em 
pacientes jovens quanto em idosos. Os pacientes mais velhos, no entanto, especialmente com 
distúrbios neurológicos pré-existentes, parecem ser mais suscetíveis a um declínio rápido e 
permanente (Lemay et al., 2014). Embora o potencial de sequelas significativas seja 
preocupante, as estratégias para evitar o prejuízo cognitivo ou promover uma efetiva 
recuperação funcional ainda são escassos (Shah et al., 2013). 
Outro estudo demonstrou que sobreviventes de sepse apresentavam déficits no 
aprendizado verbal e na memória, além de reduções significativas no volume do hipocampo 
esquerdo comparados com controles saudáveis em exames de ressonância magnética de 
crânio (Semmler et al., 2013). Pandharipande e colaboradores (2013), relataram os resultados 
de um estudo multicêntrico, prospectivo de coorte, que avaliou os resultados cognitivos à 
longo prazo em uma população mista de pacientes críticos. Os achados do estudo mostram 
que a doença crítica está associada a déficits cognitivos clinicamente relevantes, 
independentemente da idade, da presença de comorbidades ou do diagnóstico de admissão. 
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Além disso, a presença de disfunção cerebral aguda, diagnosticada como delirium, durante a 
hospitalização na UTI foi fortemente associada a um maior comprometimento cognitivo.  
Sabe-se que pacientes que sobrevivem a sepse têm uma trajetória de saúde 
diferente da população em geral. Os pacientes, quando sobreviventes da sepse, desenvolvem 
complicações decorrentes do próprio processo de saúde-doença, das medidas terapêuticas 
necessárias ao tratamento, bem como do prolongado período de internação. Além disso, a taxa 
de mortalidade pós-alta desses pacientes é elevada, não sendo explicada por possíveis 
eventuais doenças de base presentes, muitas vezes, antes do evento séptico (Winters et al., 
2010).  Por essa razão, entre outras acima citadas, a relação causal das consequências da sepse 
e da disfunção mitocondrial com consequente disfunção cognitiva à longo prazo ainda está 
longe de ser elucidada. Entende-se que a compreensão dos processos metabólicos que levam 
`a morbidade à longo prazo é essencial para o desenvolvimento de medidas preventivas e 
terapêuticas em pacientes com encefalopatia associada a sepse. 
 
1.1.3 Fisiopatologia da Sepse 
 
A fisiopatologia da sepse envolve a interação complexa entre o hospedeiro e o 
agente etiológico. Segundo um estudo de revisão realizado por Bozza e colaboradores vários 
mecanismos têm sido propostos e incluem disfunção mitocondrial e vascular, dano oxidativo, 
distúrbios de neurotransmissores, neuroinflamação e morte celular. Além disso, a resposta 
imune a sepse, especialmente a produção de mediadores inflamatórios, tem consistentemente 
se mostrado relacionada ao estresse oxidativo disfunção mitocondrial e falência orgânica que 
caracterizam a própria fisiopatologia (Dellinger, 2013; Singer., 2016). 
A resposta imune é iniciada pela presença de um patógeno invasor e não retorna à 
homeostase, culminando assim em uma síndrome patológica caracterizada por inflamação 
excessiva sustentada e supressão imune (Angus e Van der Poll., 2013). Os patógenos ativam 
as células imunológicas por meio de uma interação com receptores de reconhecimento padrão 
(PRRs), denominados de padrão molecular associado a patógeno (PAMPs). Esses receptores 
reconhecem estruturas que estão ligadas a espécies microbianas, que resultam na regulação 
positiva da transcrição gênica inflamatória e ativação da imunidade inata (Cinel e Dellinger., 
2007). O padrão molecular associado ao dano (DAMPs), por sua vez, envolvem substâncias 
endógenas produzidas ou liberadas por células mortas ou lesadas por infecções (Triantafilou., 
2002). DAMPs podem também ser um indicativo de lesões celulares assépticas provocadas 
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por queimaduras, toxinas, traumas, entre outras. As moléculas de PAMPs e DAMPs são 
reconhecidas por PRRs e expressas por fágócitos que se ligam a eles. Esta ligação dá início a 
diversos eventos que culminam na eliminação do agente etiológico. Dessa forma, os PAMPs 
são reconhecidos por PRRs encontrados em células do sistema imune inato como os 
neutrófilos, macrófagos e células dendríticas. Entre os PRRs, os mais importantes são da 
família dos receptores toll-like (TLRs), encontrados ,principalmente, na membrana de células 
mononucleares fagocíticas. A ativação destes receptores desencadeia diversas respostas 
celulares por meio de vias de transdução de sinal, levando a produção de citocinas e outros 
mediadores pró-inflamatórios que participam da resposta imune contra o invasor 
(Triantafilou., 2002). 
Uma das principais ligações de PAMPs e PRRs é a interação do 
lipopolissacarídeo gram-negativo (LPS) com o TLR4 com a finalidade de coordenar uma 
resposta defensiva envolvendo componentes celulares. Tal interação libera uma variedade de 
moléculas sinalizadoras, como as prostaglandinas, leucotrienos, citocinas e quimiocinas, 
desencadeando a cascata de inflamação e, por fim, culminando com o recrutamento de 
leucócitos para o local de infecção, o que representa uma das principais funções da resposta 
imune (Triantafilou., 2002).  
A inflamação pode causar lesão no endotélio vascular, acompanhada de morte 
celular e perda da integridade da barreira hematoencefálica dando origem a edema subcutâneo 
e cavidades corporais (Goldenberg et al., 2011). Paralelamente, há uma interação de outros 
componentes infecciosos, imunológicos, endócrinos, cardiovasculares e inclusive genéticos 
que tendem a coordenar uma resposta inflamatória exacerbada do organismo, trazendo para o 
sítio da infecção diversos mediadores inflamatórios com consequentes alterações fisiológicas. 
Essa interação mediada pelo sistema imune envolve os mecanismos humorais e celulares que 
atenuam os efeitos da reposta pró-inflamatória (Van der Poll e Opal., 2008).  
O impacto da inflamação na função mitocondrial tem sido frequentemente 
modelado pela exposição à endotoxina bacteriana; já no final dos anos 60, sabia-se que a 
exposição a LPS diminuía a respiração celular, tanto na mitocôndria isolada (Harris et al., 
1968; Schumer et al., 1970) Modelos animais de sepse bacteriana confirmaram que a função 
mitocondrial e / ou perfis metabólicos também são significativamente afetados pela 
inflamação séptica, com as alterações mais profundas tipicamente observadas no início da 
resposta do hospedeiro (Brealey et al., 2002; Levy et al., 2004; Lee et al., 2014). Finalmente, 
no modelo mais relevante, em pacientes humanos com sepse de vários patógenos e fontes, há 
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evidências de disfunção mitocondrial pró-inflamatória (Figura 1). É importante ressaltar que o 
grau de disfunção mitocondrial parece estar associado a resultados clínicos, com os não 
sobreviventes de sepse grave demonstrando uma diminuição precoce da proporção ATP / 
ADP no músculo esquelético (Brealey et al., 2002), posteriormente, uma falha indução da 
regulação positiva de marcadores de biogênese mitocondrial quando comparados aos 
sobreviventes (Carre et al., 2010). 
 
Figura 1: Espécies reativas de oxigênio e nitrogênio induzidas por inflamação modulam os programas de 
controle de qualidade mitocondrial por meio de sinalização redox. Níveis mais altos de estresse oxidativo 
também podem contribuir para a disfunção mitocondrial inflamatória, resultando em falha energética e morte 
celular. DNA mitocondrial (mtDNA); espécies reativas de oxigênio (ROS); espécies reativas de nitrogênio 
(ERN). Fonte: Adaptado de Cherry e Piantadosi., 2016). 
 
Outro componente precoce na patogênese da sepse é a ativação da micróglia (Van 
Gool et al., 2010). A ativação da microglia, que pode ser mediada por LPS e citocinas, leva a 
secreção de mediadores excitotóxicos como glutamato e interleucinas. Os fenótipos 
desenvolvidos pela micróglia ativada podem ser pró-inflamatórios ou anti-inflamatórios, com 
efeitos neurotóxicos ou neuroprotetores. Além disso, sua ativação pode levar ao aumento da 
demanda metabólica, resultando em desequilíbrio energético e disfunção mitocondrial 
(Mazeraud et al., 2016). Por consequência, a disfunção mitocondrial lesa as mitocôndrias que 
acabam por liberar as enzimas no ambiente extracelular que podem ativar os neutrófilos e 
causar mais lesões teciduais (Zhang et al., 2010). Como consequência dos mecanismos 
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supracitados ocorre um desequilíbrio bioenergético. Esse desequilíbrio se caracterizaram pela 
perda de potencial de membrana mitocondrial, redução da utilização de oxigênio e da 
capacidade de síntese de ATP acabam por acentuar ainda mais o dano mitocondrial após o 
sesenvolvimento da sepse (d'Avila et al., 2008; Japiassu et al., 2011).  
Um estudo mais recente, mostrou que o aumento da captação de glicose pelo 
cérebro faz parte desta adaptação metabólica ao processo inflamatório. Além disso, a 
expressão e atividade aumentadas da NADPHox parece contribuir de maneira significativa 
para dano oxidativo, neuroinflamação e consequente déficit cognitivo em animais 
sobreviventes de sepse (Hernandes et al., 2014). 
Estudos experimentais demostraram evidências de estresse oxidativo nas 
primeiras horas após a sepse, podendo contribuir para o aparecimento de dano oxidativo 
agudo e a longo prazo (Barrichello et al., 2008; Comim et al., 2008; Streck., 2008). ERO são 
um tipo de radicais livres, que nada mais são do que moléculas instáveis por possuírem um ou 
mais elétrons desemparelhados (Devlin e Michelacci., 2003). Tais espécies reativas são 
derivadas da redução parcial do oxigênio molecular ao regirem com outras moléculas 
orgânicas, levando à morte celular neuronal. Quando em baixas concentrações, atuam em 
processos celulares de defesa contra agentes patogênicos (Semmler et al., 2005). 
Entre as ERO estão o aníon superóxido (O2-), os radicais peróxidos (ROOH), 
peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH
-)  (Lee et al., 2013). Entre as ERN 
encontra-se o peroxinitrito (ONOO-) e o óxido nítrico (NO) (Andrades., 2009; Berg et al., 
2011) Essa produção excessiva pode danificar o tecido do hospedeiro, levando a danos 
mitocondriais e a consequente falência orgânica. Além disso, os efeitos pró-inflamatórios da 
ERO incluem danos endoteliais, aumento das citocinas e o comprometimento mitocondrial 
(Andrades et al., 2011). 
Sabe-se que em condições fisiológicas, a produção das ERO é balanciada pelo 
sistema de defesa antioxidante no organismo. Alguns mecanismos envolvidos na progressão 
da sepse estão ligados ao desequíbrio entre a produção de EROs e a sua degradação por 
substâncias antioxidantes. Quando essa produção de ERO é maior que a resposta antioxidante 
ocorre o estresse oxidativo, causando danos e até a morte celular (Andrades et al., 2009; 
Galley., 2011). 
Os mecanismos de defesa contra o excesso de radicais livres estão associados a 
atividade antioxidante de enzimas como a enzima superóxido dismutase (SOD), a glutationa 
peroxidase (GPx) e a catalase (CAT) (De Menezes et al., 2009). O Sistema Nervoso Central 
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(SNC) é susceptível a tais efeitos do extresse oxidativo, uma vez que possuem ácidos graxos 
poliinsaturados que são alvos das ERO e possuir baixas concentrações de antioxidantes (De 
Menezes et al., 2009; Sankowski, 2015). Neste sentido, a disfunção cerebral na sepse pode 
estar comprometida a nível de alterações metabólicas na circulação cerebral, efeitos dos 




Nos últimos anos, a mitocôndria tem sido implicada na participação de diversos 
eventos relacionados à comunicação celular, com papel integrador, em resposta a vários 
estressores (Goldenthal e Marin-Garcia, 2004; West, 2011). Desempenham uma infinidade de 
funções em diversos eventos celulares como apoptose, homeostase de cálcio e degradação de 
ácidos graxos, mas a sua principal atividade é a produção de energia na forma de ATP (Schon 
et al., 2012).  
A mitocôndria (Figura 2) (mitos, filamento e condria, partícula) é uma organela 
intracelular e composta por cerca de 1.500 polipeptídios, sendo a maioria codificada pelo 
DNA nuclear (nDNA). No entanto, dos cerca de 80 polipeptídios envolvidos na cadeia 
respiratória, 13 são codificados na própria mitocôndria pelo mtDNA (Chiaratti et al., 2011). 
Dependendo do tecido e estado metabólico em que se encontra, seu diâmetro fica em torno de 
0,2 a 1 µM, e possui duas membranas. A membrana externa, de menor superfície, é composta 
por fosfatidilcolina e fosfaditiletanolamina, sendo muito mais pobre em colesterol e 
esfingomielina que a membrana plasmática. Por sua vez, a membrana interna é composta por 
fosfaditilcolina, fosfaditiletanolamina e cardiolipina (Daum, 1985; Daum e Horvath, 2013). 
Esta membrana interna é rica em proteínas e nela se encontram os componentes da cadeia 
respiratória, assim como a ATP sintase, que realizam a fosforilação oxidativa. No seu interior 
ou matriz mitocondrial localizam-se as enzimas do ciclo de Krebs também conhecido como 
ciclo do ácido cítrico, β-oxidação de ácidos graxos, do metabolismo do piruvato, RNAs, 
ribossomos e mtDNA. O espaço entre as membranas é também de grande importância 
fisiológica uma vez que se encontram as enzimas com funções do metabolismo energético, 
como o citocromo c, citrato sintase e succinato desidrogenase  (Daum,1985; Daum e Horvath, 
2013). 
Sabe-se que as mitocôndrias são a principal fonte de ATP celular como também a 
principal produtora de ERO. Há uma grande probabilidade de que a disfunção mitocondrial, 
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como já documentado em casos de sepse contribui significativamente para a morbidade e 
mortalidade no contexto clínico (Coopersmith et al., 2002).  
Além do seu papel na produção de ATP, as mitocôndrias também desempenham 
um papel importante na homeostase de cálcio, metabolismo hormonal, termoregulação, 
produção de ERO, ERN, sinalização celular e principais reguladores de apoptose e morte 
celular. Em órgãos vitais como o cérebro, o dano mitocondrial induzido pela sepse, tende a 
interromper a fosforilação oxidativa causando vários níveis de incapacidade bioenergética e 
consequente estresse oxidativo. A mitocôndria parece ser a principal fonte de ERO, e cerca de 
2% do oxigênio consumido é convertido em ânion superóxido, considerado a primeira etapa 
da formação das ERO (Koppers et al., 2008). Neste contexto, as células estão programadas a 
remover mitocôndrias disfuncionais, velhas ou danificadas e substituí-las à longo prazo pelo 
processo reciclagem chamado de autofagia. No entanto, quando o dano mitocondrial é 
demasiado, vários gatilhos levam a apoptose ou necrose que podem contribuir para o 
comprometimento de órgãos vitais (Scaffidi et al., 2002). Com propósito de explorar novas 
vias mitocondriais que possam controlar ou mediar esses gatilhos, novos alvos terapêuticos já 
começaram a serem estudados (Murphy et al., 2016; Brown et al., 2017; Zhang et al., 2018; 





Figura 2: Estrutura da mitocôndria. Imagem de microscopia eletrônica de uma mitocôndria (A) e imagem 
ilustrativa (B), contendo a identificação e localização das principais estruturas da organela. Adaptado de 
Chiaratti et al., 2011. 
 
As mitocôndrias estão intimamente ligadas à homeostase celular pois, mesmo 
variando na quantidade e distribuição (de centenas a mais de 1000 por célula), sua localização 
está próxima aos locais onde existe grande consumo de energia. Isto indica uma íntima 
relação entre essas organelas e as necessidades energéticas da célula, corroborando sua 
principal função, dentre muitas, de síntese de 90% do ATP celular que é gerado por glicólise e 
fosforilação oxidativa (Wallace, 1997). 
Na glicólise, a glicose é metabolizada a piruvato, com um ganho líquido de duas 
moléculas de ATP por mole de glicose. O piruvato entra na mitocôndria através do complexo 
piruvato-desidrogenase, sendo convertido em acetil coenzima A (acetil coA). Isto alimenta o 
ciclo de Krebs, que serve para doar elétrons, via nicotinamida adenina dinucleotídeo (NADH) 
e flavina adenina dinucleotídeo (FADH) aos complexos I e II da cadeia de transporte de 
elétrons, respectivamente. Os elétrons são transportados para os complexos III e IV da cadeia, 
através de transportadores especializados, tais como, a ubiquinona c. Os estados redox dos 
complexos I, II, III e IV são alterados. À medida que os elétrons passam pela cadeia, um 
gradiente de prótons também é gerado através da membrana mitocondrial interna. O último 
componente da cadeia, o complexo IV é o único ponto no caminho onde o oxigênio está 
envolvido. O oxigênio é o aceptor terminal de elétrons e é reduzido a água no processo. Esta 
força próton produzida pelo movimento do íon do hidrogênio dirige a ATP sintase para gerar 
ATP de ADP. Aproximadamente 24 a 31 moléculas de ATP são geradas pelo ciclo de Krebs e 
a cadeia respiratória a partir de uma molécula de glicose, demonstrando assim a eficiência da 





Figura 3: Síntese de ATP. Energia é formada dentro das células através do processamento de substratos vindos 
da alimentação através do ciclo do TCA e/ou através da β-oxidação de ácidos graxos. A síntese de ATP é 
dirigida por uma cascata de reações enzimáticas que liberam elétrons de fontes de carboidratos, lipídios e 
proteínas, os quais são utilizados para a formação de ligações de fosfato que darão origem ao ATP utilizável. A 
β-oxidação de ácidos graxos envolve uma série de quatro etapas, semelhantes às do ciclo TCA, que são repetidas 
até que todos os carbonos do canal de ácidos graxos Acil-CoA sejam convertidos para Acetil- CoA. O 
direcionamento de um substrato energético para a produção de ATP ou síntese de gorduras é dependente do 
Malonil-CoA. Se o citrato aumenta no citosol, mais malonil-CoA é formado e os ácidos graxos são sintetizados 
para armazenamento Adaptado de Madamanchi e Runge, 2007. 
 
 
1.2.1 Genoma mitocondrial 
 
A matriz mitocondrial é também de extrema importância, uma vez que abriga o 
mtDNA. Desde a década de 60, com a descoberta de que a mitocôndria tem seu próprio DNA, 
e de 1981, com a publicação de seu sequenciamento completo (Anderson et al., 1981), pode-
se acompanhar a descrição de um número crescente de patologias humanas atribuídas a 
alterações no genoma mitocondrial e seu impacto no comprometimento nas reservas 
energéticas celulares (Servidei, 2003).  
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O genoma mitocondrial é particularmente propenso ao estresse oxidativo. O 
mtDNA é diretamente susceptível ao ataque das ERO produzido durante a fosforilação 
oxidativa, bem como mutações no mtDNA e consequente disfunção desta organela. (Kubli e 
Gtafsson, 2012). Enzimas reparadoras fazem-se necessárias para a proteção do DNA nuclear, 
além disso, o genoma mitocondrial é necessário para manter a integridade funcional das 
mitocôndrias; enquanto que, apenas um pequeno percentual (7%) do genoma nuclear é 
expresso em uma dada fase de diferenciação celular (Watson et al., 1997).  
Danos ao mtDNA resultante de estresse oxidativo estão associados com a 
diminuição da capacidade da cadeia respiratória mitocondrial que podem ser potencialmente 
irreversíveis dependendo da duração e intensidade da exposição ao agente oxidante (Yakes e 
Van Houten, 1987). Assim, não é surpreendente que o estresse oxidativo e ativação da cascata 
de reações inflamatórias resultem em depleção no mtDNA em um órgão de importância vital 
possa contribuir para a incapacitação funcional das mitocondrial durante um quadro séptico 
(Sulliman et al., 2003). Este dano também pode ativar tanto a autofagia, em uma tentativa de 
eliminar organelas danificadas e manter a homeostase celular, como morte celular em 
contextos de elevado dano ou de redução/deficiência de autofagia, e o balanço entre os dois 
processos determina a sobrevivência celular (Kubli e  Gustafsson, 2012). 
Células de mamíferos, particularmente do cérebro e da musculatura esquelética, 
possuem uma demanda energética alta e, portanto, necessitam permanentemente de oxigênio, 
isto é, do metabolismo mitocondrial eficiente. Ou seja, espera-se que estejam 
obrigatoriamente com seu metabolismo mitocondrial sem defeitos para constante demanda 
energética.  Nessas células, há em média 10 moléculas de DNA em cada mitocôndria. A 
formação da cadeia respiratória está sob o controle de dois sistemas genéticos: o genoma 
nuclear e o mtDNA. Esse mtDNA é responsável pela codificação de 13 polipeptídeos 
componentes da cadeia respiratória. Mais de 100 mutações no mtDNA são conhecidas em 
pacientes com encefalopatia mitocondrial associada a acidose lática (Shon et al., 1997). 
Alterações da estrutura mitocondrial ocorrem quando há modificação do estado funcional da 
organela (Zhang, 2013). 
As doenças mitocondriais englobam uma variedade de sintomas clínicos que 
comumente afetam tecidos que requerem muito ATP, não só cerebral e muscular, mas 
também os dos sistemas renal, endócrino e hepático. Dentre todas essas doenças, as 
manifestações clínicas neurológicas são as mais frequentes. Como exemplos, o edema 
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mitocondrial com perda da integridade da membrana externa pode ser um evento iniciador da 
morte celular necrótica ou apoptótica (Kowaltowski et al., 2001). 
Quando há disfunção da cadeia respiratória gera-se, consequentemente, a 
deficiência de ATP, e isto pode estimular a biogênese mitocondrial, processo de geração de 
mitocôndrias no ciclo celular, através da ativação de genes nucleares de replicação e 
transcrição mitocondriais na tentativa de compensar defeitos na fosforilação oxidativa. 
Simonnet e colaboradores (2008), em estudo com células tumorais, concluiram que a 
deficiência do complexo I pode ser um dos eventos causadores de aumento da biogênese 
mitocondrial, na tentativa de compensar a fosforilação oxidativa deficiente. Neste foi 
constatado que o conteúdo e a atividade da NADH desidrogenase e o complexo I estavam 
diminuídos nestes tumores. Além disso, mitocôndrias danificadas liberam para o ambiente 
extracelular peptídeos e mtDNA, que podem ativar os neutrófilos e causar ainda mais lesão 
tecidual (Zhang et al., 2010; Angus e Van der Poll, 2013).  
Mesmo com diversos estudos sugerindo que a diminuição do conteúdo do genoma 
mitocondrial esteja influenciando o prognóstico de patologias neurodegenerativas (Rossignol 
et al., 2004; Gatenby e Gillies, 2004), ainda pouco se presume sobre o seu real papel  na 
dinâmica mitocondrial. Torna-se cada vez mais evidente a necessidade de mais estudos 
relacionados a complexidade dos eventos em nível gênico para melhor compreensão da 
patogenicidade das doenças do SNC. Nesse sentido, o esclarecimento do papel da mitocôndria 
associado aos seus mecanimos ainda mal compreendidos que acarretam suceptibilidade 
cerebral à neurodegeneração e à deteriorização cognitiva, revela-se de grande interesse no 
campo da ES (Sonneville et al., 2013; Widmann e Heneka, 2014). 
 
1.3 ENCEFALOPATIA SÉPTICA E A DISFUNÇÃO MITOCONDRIAL 
 
A disfunção mitocondrial desempenha importante papel na fisiopatologia da ES 
(Sharshar et al., 2003; Sonneville et al., 2013; Chaudhry e Duggal, 2014; Dal-Pizzol, 2014). 
Cerca de 71% dos pacientes sépticos desenvolvem disfunção cerebral aguda (Pine et al., 1983; 
Sprung et al., 1990; Wilson e Young, 2003), sendo que a ES é um sinal precoce da sepse e 
está associada ao aumento da taxa de morbidade e mortalidade. A ES resultante de sepse é 
causada pela inflamação sistêmica na ausência de infecção cerebral direta e caracterizada 
clinicamente por desaceleração dos processos mentais, atenção prejudicada, delírios, 
desorientação ou coma (Sprung et al., 1990; Singer, 2011). Além das alterações agudas, 
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estudos mostram que sobreviventes de sepse apresentam incapacidade cognitiva à longo 
prazo. Estes sobreviventes não são capazes de retomar as atividades rotineiras (Gordon et al., 
2004; Hopkins et al., 2005; Iwashyna et al., 2010; Shah et al., 2013).  
Estudos clínicos e experimentais sugerem que um número de fatores contribui 
para o desenvolvimento da ES, incluindo a geração local de citocinas pró-inflamatórias, 
microcirculação cerebral comprometida, desequilíbrio de neurotransmissores e falência 
orgânica periférica (Ritter et al., 2012; Cruz et al., 2012; Macedo et al., 2013). Além disso, 
uma vez que a inflamação persistir, a excitoxicidade e o estresse oxidativo pode agravar ainda 
mais a ES e contribuir para disfunção e degeneração neuronal (Wilson e Young, 2003).  
O dano mitocondrial ocasionado por isquemia, estresse oxidativo e demais 
mecanismos relacionados à sinalização inflamatória, prejudicam o uso do oxigênio celular 
(Galley, 2011; Angus e Van Der Poll, 2013), não sendo apenas a hipóxia do tecido a única 
condição essencial à disfunção mitocondrial (Crouser, 2004). Em estudo com modelo animal 
de inflamação induzida por LPS, foi demonstrado que as mitocôndrias do córtex ficaram mais 
sensíveis à hipoxemia e que houve diminuição da tensão tissular de oxigênio, o que sugere 
que esta condição quanto as demais citadas anteriormente estejam envolvidas na patogênese 
da endotoxemia. No mesmo estudo, foi demonstrado um papel protetor da hipotermia, por 
redução da demanda metabólica e consequente menor vulnerabilidade das mitocôndrias 
corticais durante a hipoxemia (Chisholm et al., 2015).  
Os mecanismos na fisiopatologia da sepse, geradores de hipóxia tecidual e, 
portanto, disfunção energética, tendem a desenvolver patologias em tecidos que são 
fortemente dependentes de uma adequada função mitocondrial, como o cérebro, o qual possui 
pouca capacidade de regular aumento compensatório de glicólise, apresentando dependência 
da fosforilação oxidativa (Melov et al., 1999). Mesmo podendo ser considerada reversível, a 
ES está associada à disfunção cognitiva à longo prazo, ou até mesmo permanente, com 
consequente acréscimo da mortalidade (Barichello et al., 2005; Sonneville et al., 2013; 
Schwalm et al., 2014; Widmann e Heneka, 2014). Apesar da fisiopatologia multifatorial, a ES 
tem sido descrita como gatilho dos principais mecanismos, como a ativação endotelial com 
disfunção da barreira hematoencefálica associada à liberação e/ou passagem de ativadores 
inflamatórios para o parênquima cerebral e ativação microglial, ampliando ainda mais a 
neuroinflamação (Navarrete et al, 2013; Singer, 2014).   
Diferentes mecanismos podem explicar a disfunção mitocondrial e o 
comprometimento bioenergético celular tais como: disfunções por inibição da cadeia 
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respiratória, tanto dos complexos I a IV, quanto dos nucleotídeos transportadores; inibição das 
desidrogenases mitocondriais; queda na concentração de citocromo c oxidase (COX) (Lee e 
Hüttemann, 2014); desacoplamento respiratório (Crouser, 2004). D’Avilla e colaboradores 
(2008) demonstraram, em modelo animal de sepse, a redução da eficiência da fosforilação 
oxidativa no tecido cerebral, através da análise das razões de consumo de oxigênio entre os 
complexos III e IV da respiração, que se mostraram diminuídas no complexo IV, 
demonstrando desacoplamento respiratório. 
Sabe-se que as diferentes possiblidades supracitadas acima podem culminar em 
estresse oxidativo e suas consequências, como crise energética, ativação de transcrição de 
genes inflamatórios (via P13K/MAPK), lesões estruturais e dos próprios componentes da 
cadeia respiratória (Bozza et al., 2013)  e regulação negativa de genes mitocondriais pela 
inflamação e estresse oxidativo (Crouser, 2004;  Singer, 2014). Em defesa contra a elevação 
de ERO, a mitocôndria possui mecanismos antioxidantes intrínsecos como ex. SOD e 
glutationa peroxidase (GPx) que, no entanto, pode ficar sobrecarregado em condições 
patológicas com grande produção de ERO (Singer, 2014). Foi relatado por Guerreiro et al. 
(2010) a correlação entre atividade aumentada de SOD e pior prognóstico em sepse.
36 
 
1.4 O PAPEL DA AUTOFAGIA NA DINÂMICA MITOCONDRIAL 
 
A mitocôndria tem sido implicada na participação de diversos eventos 
relacionados à comunicação celular, com papel integrador, em reposta a vários estressores 
(Goldenthal e Marin-Garcia, 2004; West, 2011). Apresenta um papel vital na homeostase 
celular e deve ter seu funcionamento ativamente regulado em reposta a estressores 
fisiológicos e patológicos por um conjunto abrangente de mecanismos de controle adaptativo 
de qualidade que otimizam número, distribuição e função mitocondrial, denominados de 
dinâmica mitocondrial. Esta propriedade de manter equilíbrio funcional, qualidade do mtDNA 
ocorre através da combinação do resultado de diferentes processos dinâmicos, inter 
relacionados, de regulação complexa e variável, de acordo com o ambiente celular, 
determinado por variados estímulos e tipos de tecido (Kanamaru et al., 2012; Stetler et al., 
2012; Cherry e Piantadosi, 2015). Esta dinâmica que visa à homeostase ou adaptação do 
organismo humano a diferentes condições, abre espaço para a compreensão de seus 
mecanismos no contexto de inúmeras patologias, como a sepse (Suliman et al., 2010; 
Kanamaru et al., 2012; Navarrete et al., 2013), doenças hereditárias ou adquiridas, 
metabólicas, miopatias, neurodegenerativas e várias outras  (Westermann, 2010; Burté et al., 
2014; Rouault, 2014; Quirós, 2015). Deste modo pode-se aplicar tais conhecimentos em 
diagnóstico e tratamentos destas patologias. 
O controle celular sobre as mudanças adaptativas na quantidade de mitocôndrias 
requer a capacidade de detectar a necessidade de produção adicional de energia mitocondrial, 
seguida pelo desencadeamento de vias de sinalização que resultarão em um aumento da 
expressão de genes para a formação de novas mitocôndrias na célula (Clementi e Nisoli, 
2005). O processo de biogênese mitocondrial refere-se não apenas à formação de novas 
mitocôndrias, mas também ao processo de aumento da organela e da expressão de enzimas 
relacionadas à sua função. É um processo complexo, uma vez que a mitocôndria é derivada de 
genomas nucleares e mitocondriais (Hood, 2009). Diferentes estímulos, como a ativação 
simpática, o exercício físico, a queda da temperatura corporal, EROS, podem ativar a 
dinâmica mitocondrial (Nisoli et al., 2003; Nisoli et al., 2008; Hood, 2009; Kowaltowski et 
al., 2009; Harris et al., 2017).  
 Trata-se a biogênese mitocondrial como um processo de geração da mitocôndria 
no ciclo celular, ou como parte de um ciclo normal de renovação, em termos de número, 
estrutura e função da organela e seus componentes (Hock e Kralli, 2009). Entende-se que ela 
pode liderar e orquestrar as instruções moleculares pelas quais as células substituem ou 
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aumentam suas mitocôndrias, proliferando organelas pré-existentes, que ocorre em resposta a 
maiores demandas energéticas absolutas ou relativas ou perda de reserva funcional devido a 
danos mitocondriais por eventos patológicos (Suliman e Piantadosi, 2016). Dependendo do 
estímulo, o programa de biogênese é executado por vias que convergem para famílias de 
coativadores e fatores de transcrição. Restrição calórica e privação energética, atividade 
contrátil, frio, estresse oxidativo e inflamatório e diferenciação de células tronco são fatores 
que interferem na dinâmica mitocondrial ou vias como a biogênese mitocondrial (Ventura-
Clapier et al., 2008; Cherry e Piantadosi, 2015). 
A biogênese substitui as proteínas danificadas e melhora a capacidade de 
produção de energia uma vez que, essa energia aumenta ao longo do tempo (Singer, 2014). A 
regulação da biogênese mitocondrial, que se dá a partir de seus principais fatores de 
transcrição, como o receptor do coativador alfa 1 gama do peroxissoma (PGC-1α), fator de 
transcrição mitocondrial-A (TFAM) e fator respiratório nuclear 1 (NRF-1). A atividade do 
PGC-1α é mediada pela interação com os fatores de transcrição NRF 1 e 2 e pela expressão de 
TFAM. Estes fatores estão envolvidos na regulação coordenada da expressão de genes 
codificados no DNA nuclear e mitocondrial respectivamente (Short et al., 2003; Scarpulla, 
2008).  
A dinâmica mitocondrial visa à homeostase ou adaptação do organismo humano a 
diferentes condições. Dentre seus processos, a fusão e fissão mitocondrial ocorrem a partir de 
um corpo único ou uma massa organelar, constituído como uma rede mitocondrial 
(Westermann, 2010; Mishra e Chan, 2014), e que, pelo resultado de seu equilíbrio, 
determinam a morfologia e distribuição mitocondrial. A fusão parece permitir seleção de 
genomas funcionais através da troca de conteúdos entre mitocôndrias intactas e disfuncionais, 
com substituição de mtDNA danificado por mutações, dificultando a perpetuação dos danos e 
mantendo a homogeneidade mitocondrial. Já a fissão, parece separar as mitocôndrias 
severamente danificadas de redes mitocondriais saudáveis, sendo conduzidas para um 
processo específico de autofagia, a mitofagia (Narendra et al., 2008).  
Mitofagia é a autofagia específica para eliminação de mitocôndrias e um processo 
altamente regulado que requer a função coordenada de proteínas mitocondriais e citosólicas 
(Narendra et al., 2008; Youle e Narendra, 2011). Duas proteínas PTEN-induced putative 
protein kinase 1 (PINK1) e E3 ubiquitin ligase Parkin (Parkin) desempenham importantes 
papéis no controle de qualidade mitofágica. Nas mitocôndrias íntegras, PINK1 é importado 
para mitocôndrias e, em seguida, sofre clivagem e degradação na membrana mitocondrial 
interna (Greene et al., 2012 e Thomas et al., 2014). No entanto, quando as mitocôndrias são 
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danificadas e o potencial de membrana mitocondrial é dissipado, PINK1 é estabilizado na 
membrana mitocondrial exterior, onde recruta Parkin para mitocôndrias danificadas 
(Misesuda et al., 2010, Narendra et al. Vives-Bauza et al., 2010; Eiyama e Okamoto, 2015). A 
regulação destes processos de fusão e fissão mitocondriais, se faz principalmente por 
membros da família de ATG (Lu et al. 2013). Processos de fosforilação associados a estas e 
diversas outras proteínas específicas interferem na dinâmica mitocondrial, sendo importante 
para manter a qualidade mitocondrial (Twig e Shirihai, 2011; Kanamaru et al., 2012; 
Okamoto e Kondo-Okamoto, 2012).  
Evidências recentes implicam que autofagia desempenha um papel crucial em 
numerosas doenças neurodegenerativas. A interferência entre inflamação e autofagia tem 
atraído atenção nos últimos anos (Chu e Zhu, 2007; Wong et al, 2010; Wu et al., 2016; Harris, 
2017; Hill et al., 2019; Jang et al., 2019). A autofagia manifesta-se com a vacuolização 
citoplasmática extensa e culminando de forma semelhante com a absorção fagocítica e 
consequente degradação lisossômica. Processo dinâmico, envolve o fluxo completo desde a 
formação de autofagosomas até a fusão com lisosoma ("fluxo de autofagia") (Su et al., 2015). 
A autofagia também pode ser compreendida como um mecanismo hemostático 
evolucionariamente conservado que ocorre continuamente, em níveis basais, nas células 
normais, sendo responsável por degradar organelas celulares e proteínas, mantendo a 
biossíntese celular durante a privação de nutrientes, estresse metabólico ou processos 
autodefensivos (Yang et al; Ozpolat e Benbrook, 2015; Harris et al 2017).  
Uma característica morfológica marcante de células em processo autofágico é a 
presença de vesículas, semelhantes a vacúolos, em seu citoplasma (Galluzzi et al., 2012). Essa 
vacuolização é resultante da formação de autofagossomos que encapsulam organelas 
defeituosas ou restos celulares e depois se fundem com os lisossomos. A formação dos 
autofagossomos e a regulação da autofagia são processos complexos que incluem distintas 
fases (indução, nucleação, enlongamento e fusão) e envolver a participação de diversas 
proteínas nesse processo (Gozuacik et al., 2017). O mecanismo alvo da rapamicina do 
complexo 1 (mTORC1), por exemplo, ao ser inativado em condições de falta de nutrientes, dá 
início à fase de indução da autofagia. Na nucleação, iniciada pelo complexo fosfatidil inositol 
3cinase (PI3K), participam, dentre outras proteínas: Beclina-1 como promotora e proteínas da 
família Bcl-2 como reguladores. Já na fase do alongamento, a proteína de cadeia leve 
associada a microtúbulos 3 (LC3) exerce papel fundamental na expansão das membranas 
autofágicas e no seu fechamento (Figura 4) (Gozuacik et al., 2017). As estruturas alvo são 
isoladas por vesículas de um conjunto de proteínas da família ATG as quais são codificadas 
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pelos genes Atg (Yang e Klionsky, 2010). Dentre seus principais papéis, incluem-se a 
manutenção da homeostase celular e a resistência a agentes patogênicos, a fim de garantir o 
ciclo de vida intracelular (Mizushima et al., 2011). 
 
 
Figura 4: Representação esquemática das etapas de formação dos autofagossomos e de proteínas e vias 
relacionadas com o processo autofágico. Depleção de nutrientes ativam autofagia através da das vias de 
sinalizações mTOR e AMPK, que regulam a biogênese dos autofagossosmos. A macrofagia é ativada via mTOR 
independente. O sistema de conjugação promove a formação da proteína LC3-II na membrana autofagossomal 
(fagóforo) e após o englobamento dos componentes celulares, forma-se o autofagossomo. A fusão entre 
autofagossomos e lisossomos formam os autofagolissomos. Os componentes celulares são degradados nos 
autofagolisossomos por enzimas hidrolíticas presentes nos lisossomos, e ocorrendo a degradação desses 
componentes dentro do citoplasma estimulação inibição. Rapamicina – inibidor da via mTOR; Rilmenidina – 
inbibidor independente da via mTOR. Fonte: Elaborado pela autora. 
 
A indução de autofagia requer, portanto, a dissociação de Beclina-1 dos seus 
inibidores. Para que ocorra o alongamento da membrana, dois sistemas de conjugação são 
ativados: o primeiro é formado pelas proteínas ATG5-ATG12-ATG16L, o qual se dissocia 
completamente da membrana quando o autofagossomo está maduro. O segundo complexo 
envolve a conjugação da fosfadietiletanolamina (PE) com LC3I pela ação sequencial de 
ATG4, ATG7 e ATG3. Essa conjugação de LC3I com PE leva a conversão da proteína à sua 
forma lipidizada (LC3II), a qual associa-se à membrana do autofagossomo permanecendo até 
que a estrutura seja finalizada (Mizushima et al., 2011).  
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Esse processo de autofagia serve como um mecanismo de adaptação quando há 
uma baixa disponibilidade de nutrientes como ocorre imediatamente após o nascimento e nos 
processos de diferenciação e desenvolvimento normal (Kuma et al., 2004; Uchiyama et al., 
2008; Feng, 2014). Além disso, o pool dessas proteínas encontradas no interior do 
autofagossomas desempenha um papel fundamental no reconhecimento e seleção de cargas 
específicas degradadas pela autofagia. Entretanto, ela também é uma estratégia utilizada pelas 
células para sobreviver frente a uma situação de estresse. Apesar da autofagia ser considerada 
essencial para a manutenção da homeostase celular, a ativação excessiva dessa via pode 
destruir partes do citosol e das organelas levando ao colapso total de todas as funções 
celulares. Por estes efeitos antagônicos da autofagia, é que seu papel nos processos celulares 
de sobrevivência e morte ainda não está completamente esclarecido (Codogno e Meijer, 2005; 
Erlich et al., 2006).  
 
1.5 MODULAÇÃO DA AUTOFAGIA MITOCONDRIAL 
 
Visto que a homeostase e a qualidade mitocondrial são reguladas por um 
complexo processo dinâmico mitocondrial, incluindo auto/mitofagia e biogênese mitocondrial 
(Palikaras et al., 2015), entre os quais destaca-se os reguladores da autofagia mTOR e AMPK, 
as quais atuam sobre as taxas de formação de vesículas autofágicas (Kepp et al., 2011; 
Ozpolat e Benbrook, 2015; Qian et al., 2017)  
O mTOR é o principal regulador da ativação/supressão da autofagia em condições 
fisiológicas e/ou de estresse celular, podendo formar dois complexos distintos: complexo 1 da 
mTOR (mTORC1) e complexo 2 da mTOR (mTORC2), sendo que mTORC1 tem como 
principal função a regulação da autofagia (Jung et al., 2010). A depleção ou disponibilidade 
reduzida de nutrientes e/ou de fatores de crescimento levam à inibição de mTORC1, que tem 
sido considerada como passo crucial para a indução de autofagia em células eucarióticas 
nessas condições (Alers et al., 2012). Essa inibição também pode ser induzida por rapamicina 
(Ravikumar et al., 2010). A AMPK, por sua vez, sensível ao estado de energia na célula, é 
ativada pelo aumento da razão AMP/ATP, levando à inibição de mTORC1, induzindo 
autofagia (Kim et al., 2011). A ativação da autofagia tem sido utilizada como potencial alvo 
terapêutico para o tratamento do câncer (Keep et al., 2011; Kimmelman, 2011; Yang et al., 
2011; Kubisch et al., 2013; Ozpolat e Benbrook., 2015). 
A proteína LC3 existe na forma citosólica (LC3-I) e na forma lipídica conjugada 
com fosfatidiletanolamina (LC3-II) (Figura 4) acoplada nas faces interna e externa da 
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membrana do autofagossomo em formação, sendo essencial nesse processo (Chifenti et al., 
2013). É importante destacar que, logo após a fusão de um autofagossomo com o lisossomo, 
ocorre a degradação da LC3-II pelas hidrolases presentes na vesícula formada, que a partir 
desse ponto é denominada autolisossomo. Este fato associado à ancoragem específica de 
LC3II na membrana do autofagossomo qualificam essa proteína como um marcador em 
potencial para monitorar autofagia, sendo marcador da finalização do processo de formação 
dos autofagossomos (Nakatogawa et al., 2009; Mizushima et al., 2011). 
A Beclina-1 é uma proteína multifuncional que exerce papel fundamental na 
diferenciação celular, na apoptose e principalmente na autofagia, além de numerosos 
processos biológicos como adaptação ao estresse, endocitose,  imunidade, tumorigênese, 
envelhecimento e morte celular (Lee et al., 2007; Levine e Sinha e Kroemer., 2008; WIirawan 
et al., 2012). Diferentemente da LC3, a Beclina-1 participa dos estágios mais precoces da 
formação dos autofagossomos, recrutando proteínas citosólicas e promovendo o processo de 
nucleação das vesículas autofágicas (Harris et al 2017). 
Além da regulação por vias mTOR- dependentes, há também regulação por 
mTOR-independentes, através da rilmenidina, que é um análogo da rapamicina (Narendra et 
al., 2010, Feng et al., 2013; Winklhofer, 2014, Frake et al., 2015).  
A rilmenidina é utilizada na clínica como agente anti- hipertensivo de ação 
central. Seus efeitos quanto a esta terapêutica são obtidos graças à sua interação com o 
receptor I1, levando a uma redução sistêmica do tônus simpático e à redução da resistência 
vascular periférica (Reid, 2000).  Seu mecanismo de ação apresenta maior seletividade para 
receptores imidazolínicos (Bricca et al., 1989). Estudos já demonstraram seu efeito 
antinociceptivo em modelos experimentais de dor neuropática( Kim., 2009) e somática 
(Sabetkasaie et al., 2007) em ratos e sua ação sedativa é dose dependente e resultante da ação 
sobre receptores alfa 2-adrenérgicos no locus coeruleus( Li e Dampney., 1995). 
Atualmente, a rilmenidina encontra-se disponível no mercado apenas na forma de 
comprimidos para administração oral. Já a clonidina encontra-se disponível no mercado 
brasileiro em apresentações tanto para administração injetável quanto para administração oral. 
Sabe-se que a clonidina, quando administrada por via oral em humanos, é capaz de induzir 
sedação e outros efeitos, tais como hipotensão, analgesia e uma ação anti-sialagoga(11). 
Outros autores já adotaram a via oral para administração experimental de fármacos em 
equinos(12-16). É o caso, por exemplo, de Olson et al.(12), que avaliaram os efeitos 
analgésico e anti-inflamatório da suspensão oral de meloxicam, e Caldwell et al.(13), que 
estudaram a eficácia terapêutica da gabapentina em cápsulas em equinos com claudicaçã 
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Um aparente benefício adicional da auto-regulação da autofagia nos modelos de 
doenças neurodegenerativas é a proteção das células contra danos apoptóticos (Ravikumar et 
al., 2006). Algumas evidências também indicam que a autofagia pode proteger as células 
contra a morte celular necrótica (Wu et al., 2008). Corroborando esses dados, foi observado 
por Wu et al (2015), que a expressão de beclina-1, mTOR e LC3 em amostras de pacientes 
com câncer colorretal estava significativamente aumentada em relação aos tecidos adjacentes, 
tanto a nível de mRNA quanto a nível proteico. Nesse mesmo estudo, a expressão aumentada 
de LC3 foi relacionada a melhor prognóstico, levando à hipótese de que LC3 age como 
supressor tumoral; ao contrário de mTOR que foi associado a um perfil prognóstico 
desfavorável, aparentemente contribuindo com a progressão tumoral (Wu et al., 2015). As 
abordagens terapêuticas que promovem a autofagia poderiam, portanto, ter dois efeitos 
benéficos no contexto de doenças neurodegenerativas: em primeiro lugar, podem melhorar a 
remoção de proteínas tóxicas agregadas aos neurônios e, segundo, proteger os neurônios da 
apoptose (Ravikumar et al., 2004; Ravikumar et al., 2006). Estudos demonstraram que a 
rapamicina aliviou a supressão da autofagia durante a sepse, resultando em uma inibição da 
inflamação mediada por LPS e redução da apoptose (Yen et al., 2013; McKee-Muir e Russell, 
2017). Coletivamente, os dados dos estudos supracitados reforçam a hipótese de que a 
regulação da via da autofagia exerce um papel fundamental na função mitocondrial, bem 
como ressaltam que a diminuição da atividade autofágica parece ser uma característica 
marcante e essencial no desenvolvimento de patologias do neurodesenvolvimento (Wu et al., 
2016) 
Compreendendo o papel da regulação da função mitocondrial frente a diversos 
insultos estressores, como a sepse, e no contexto da encefalopatia, com marcante morbidade 
dos sobreviventes, propõe-se buscar e compreender possíveis mecanismos de preservação 
e/ou recuperação da função mitocondrial por estimulação da dinâmica mitocondrial, tendo um 
foco na neuroproteção e redução dos danos cognitivos de longo prazo. Os mecanismos de 
controle da via relacionados à autofagia mitocondrial, dentro de um conceito de dinâmica 
mitocondrial e controle da função desta organela, permitem investigações sobre prováveis 
benefícios de intervenções terapêuticas que venham minimizar as consequências desta 
patologia inflamatória. Como esses processos são modulados durante o desenvolvimento da 
sepse, o impacto sobre a função cerebral de estimular a dinâmica mitocondrial ainda 
permanece desconhecido.          
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O presente estudo tem como hipótese que a disfunção mitocondrial ocorre 
tardiamente após o desenvolvimento da sepse devido à disfunção da dinâmica mitocondrial, e 







Este cenário evidencia a necessidade de esforços continuados em busca do 
desenvolvimento de novos fármacos ou tratamentos para o controle e prevenção da sepse, 
considerando que os sobreviventes sépticos (pacientes e modelos animais) apresentam déficit 
cognitivo e alterações bioquímicas e moleculares. Especula-se que os parâmetros 
inflamatórios e de metabolismo energético, em particular a autofagia mitocondrial, estejam 
envolvidos na fisiopatologia da sepse, sobretudo do dano cognitivo. Sendo assim, este estudo 
investigou tais parâmetros nas fases iniciais e tardias da sepse, com o objetivo de contribuir na 
elucidação dos mecanismos bioquímicos responsáveis pelas alterações cognitivas presentes 







3.1 OBJETIVOS GERAIS 
 
Avaliar o papel da dinâmica mitocondrial na disfunção cognitiva tardia sobre 
parâmetros bioquímicos, imunoquímicos, moleculares e comportamentais observados em 
ratos sobreviventes a um modelo experimental de sepse. 
 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
- Quantificar a concentração de ATP e consumo de oxigênio nos tempos de 24 
horas, 3 e 10 dias, no córtex pré-frontal e hipocampo de animais submetidos a sepse; 
- Quantificar as proteínas da via da autofagia (ATGs, Beclina e LC3) e mitofagia 
(PINK e Parkin)  nos tempos de 24 horas, 3 e 10 dias, no córtex pré-frontal e hipocampo de 
animais submetidos a sepse; 
- Quantificar o conteúdo proteínas mitocondriais Mn-SOD e COX nos tempos de 
24 horas, 3 e 10 dias, no córtex pré-frontal e hipocampo de animais submetidos a sepse; 
- Mensurar o efeito da rapamicina e rilmenidina na concentração de ATP no 
córtex pré-frontal e hipocampo de animais submetidos a sepse após 10 dias. 
- Mensurar os efeitos da rapamicina e rilmenidina no consumo de oxigênio no 
córtex pré-frontal e hipocampo de animais submetidos a sepse após 10 dias.  
- Avaliar os efeitos da rapamicina e rilmenidina na carbonilação de proteínas no 
córtex pré-frontal e hipocampo de animais submetidos a sepse após 10 dias. 
- Mensurar os efeitos da rapamicina e rilmenidina nas atividades dos complexos 
da cadeia respiratória e enzimas citrato sintase e succinato desidrogenase no córtex pré-frontal 
e hipocampo de animais submetidos a sepse após 10 dias; 
- Avaliar os efeitos da rapamicina e rilmenidina na disfunção cognitiva observada 
em esquiva inibitória e reconhecimento de objetos de animais submetidos a sepse após 10 
dias; 
- Avaliar os efeitos da rapamicina e rilmenidina na concentração da razão 




- Analisar a ultraestrutura das mitocôndrias por microscopia eletrônica no córtex 
pré-frontal e hipocampo após tratamento com e sem rapamicina e rilmenidina de animais 
submetidos a sepse após 10 dias. 
 
4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS E ASPECTOS ÉTICOS 
 
Foram utilizados neste estudo ratos Wistar machos, com pesos aproximados de 
250 a 300 g, com 60 dias de vida, provenientes do Biotério da Universidade do Extremo Sul 
Catarinense (UNESC), onde permaneceram alojados em local fresco e arejado em um ciclo 12 
horas claro/escuro (6h às 18h) a uma temperatura de 23 °C ± 1 °C, com alimento e água 
sempre disponíveis. 
A utilização dos animais seguiu protocolos experimentais aprovados pelo Comitê 
de Ética da Universidade e seguiu os Princípios de Cuidados de Animais de Laboratório 
(Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saúde dos Estados Unidos da 
América, NIH, publicação número 85-23, revisada em 1996). O número de animais em cada 
grupo foi baseado em estudos prévios, para uma diferença de até 20% nos parâmetros a serem 
analisados, com uma variância de no máximo 10% entre as médias. Os procedimentos foram 
aceitos pelo Comissão de Ética no Uso Animal, UNESC, Brasil, pelos protocolos nº 
012/2016-2; 060/2017-1. 
A pesquisa foi realizada no Laboratório de Fisiopatologia Experimental, 
Laboratório de Neurociências e no Biotério da UNESC, em parceria com a Universidade 
Federal de Santa Catarina (UFSC) e a Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS). 
 
4.2 MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE 
 
O modelo de sepse utilizado neste estudo foi de sepse abdominal por peritonite 
fecal, denominado CLP (em inglês, Cecal ligation and puncture) (Figura 5), conforme 
previamente descrito (Ritter et al., 2003). Brevemente, os ratos foram anestesiados com 
cetamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg), evitando qualquer quadro álgico durante a 
realização do procedimento cirúrgico. Este consiste de laparotomia mediana, mobilização 
externa do ceco com ligadura do mesmo logo distal à válvula íleo cecal, com fio de 
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mononylon 3-0, mantendo, desta forma, a continuidade intestinal. O ceco foi então perfurado 
com uma agulha número 14-gauge em região contra-mesentérica e suavemente comprimido, 
para gerar extrusão de conteúdo fecal e, em seguida, reposicionado na cavidade peritoneal. 
Por fim, a incisão foi suturada, com fio mononylon 3-0. Os ratos foram observados pelo 
período de duas horas para recuperação. Foi realizado, também, um grupo controle, 
denominado sham, onde os ratos foram submetidos à laparotomia, com manipulação 
(exteriorização e reposicionamento intraperitoneal) do ceco, mas sem ligadura ou perfuração. 
De imediato, após a cirurgia, todos os ratos foram tratados com ressuscitação 
volêmica, utilizando-se salina (50 mL/kg) e antibioticoterapia com ceftriaxona (30mg/kg a 
cada 12 horas por 3 dias) (Fink et al., 1990). 
 
Figura 5: Modelo experimental de sepse abdominal por peritonite fecal (CLP): 1. Laparotomia mediana; 2. 
Exposição o intestino; 3. Punção no ceco; 4. Perfuração do ceco; 5. Pressinar o ceco; 6. Sutura. Fonte: Fink et al., 
1990. 
 
4.3 DESENHO EXPERIMENTAL 
 
Este estudo foi dividido em dois protocolos experimentais. No Protocolo I, duas 
etapas foram realizadas a fim de comprovar a hipótese de que o comprometimento cognitivo à 
longo prazo após sepse tardia está relacionado à disfunção mitocondrial. O Protocolo II, foi 
realizado após os resultados do protocolo I, com o tratamento com os fármacos rapamicina e 
rilmenidina, a fim de regular a dinâmica mitocondrial e diminuir o comprometimento 












Figura 6: Desenho Experimental Fonte: Da autora. 
 
4.3.1 Protocolo I 
 
Na primeira etapa deste experimento, os animais foram mortos  24 horas, 3 e 10 
dias após indução e as estruturas cerebrais do hipocampo e córtex pré-frotal foram removidas 
e armazenadas em freezer a -80 ºC para as análises bioquímicas, imunoquímicas e 
moleculares até o momento das suas realizações. Com exceção para a técnica oximetria 
tecidual (consumo oxigênio ex vivo) que foi realizada imediatamente após a retirada das 
estruturas cerebrais à fresco.  
Os parâmetros avaliados foram: a concentração de ATP e consumo de oxigênio ex 
vivo. Posteriormente, em uma segunda etapa, foram quantificadas as proteínas das vias da 
autofagia e mitofagia e, as proteínas envolvidas na pré-formação e formação da estrutura 
fagossômica. Para cada tempo, foram padronizados dois grupos experimentais: sham e CLP. 
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Para cada grupo o n foi de sete animais. Para a realização do protocolo I, foram utilizados um 
total 504 animais. 
 
4.3.2 Protocolo II 
 
Para este segundo protocolo, foi iniciado o tratamento dos animais sépticos e 
comparados com o controle sham, para avaliar a dinâmica mitocondrial através dos ativadores 
da via da autofagia na sepse tardia. No 7o,8o e 9o dias consecutivos após indução da sepse, os 
animais foram tratados via icv com os fármacos dependentes e independentes da via mTOR – 
rapamicina (10mg/Kg) e rilmenidina (5mg/kg) nos quais, sob anestesia leve com 5% de 
isoflurano (1L/min de O2 e 1L/min O2 ambiente), e assim mantidos, utilizando o fluxo de 1-
2% de isoflurano. As doses obedeceram ao protocolo previamente descrito na literatura 
(Morgenweck et al., 2010), considerando-se administração única diária de 5µl via 
intracerebroventricular (icv) diluídos em solução fisiológica. 
 Com o início do tratamento, os animais foram subdivididos em seis grupos 
experimentais: sham + salina; sham + rapamicina; sham + rilmenidina; CLP + salina; CLP + 
rapamicina; CLP + rilmenidina). Ao completar os 10 dias, 24 horas após a última 
administração dos fármacos, os animais foram submetidos aos treinos/testes comportamentais 
de reconhecimento de objetos e esquiva inibitória com um número de dez animais para cada 
teste. Estes testes, foram realizados no 10o, 11o e no 12o dia após a indução da sepse ou grupo 
sham. Os demais animais foram mortos e as estruturas cerebrais do córtex pré-frotal e 
hipocampo foram retiradas para avaliar se os fármacos ativadores da autofagia mitocondrial 
poderiam melhorar a função mitocondrial após sepse tardia.  
Para esta etapa, foram mensurados, novamente no córtex pré-frontal e hipocampo 
a concentração de ATP e consumo de oxigênio à fresco, como também, as atividades dos 
complexos I, II, II-III e IV da respiração mitocondrial e a atividades das enzimas citrato 
sintase  e succinato desidrogenase do ciclo de Krebs e a carbonilação de proteínas. 
Em uma última etapa, outro grupo de animais foram submetidos a indução de 
sepse e congelados a -80C até o momento dos procedimentos  e, novamente, tratados com os 
mesmos fármacos, porém, novas análises foram realizadas. Foram elas, a quantificação da 
relação mtDNA/gDNA. Por fim, realizado a análise da ultraestrutura das mitocôndrias em 
microscópio eletrônico. Para essa etapa, os animais foram subdivididos em quatro grupos: 
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sham + salina; CLP + salina; CLP + rapamicina; CLP + rilmenidina) com sete animais em 
cada. Para este protocolo II foram utilizados 416 animais.  
 
4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS 
 
Os animais foram submetidos a testes comportamentais de aprendizado e a 
memória, onde foram avaliados em tarefa específica de esquiva inibitória e reconhecimento 
de objetos (memória de habituação) 10 dias após indução de sepse. O procedimento de teste 
comportamental foi conduzido entre 13:00 e 16:00 horas em sala isolada de som, utilizando 
animais diferentes para cada teste comportamental. Todos os testes foram realizados por 
pessoas que desconheciam o experimento e/ou grupo experimental. 
 
4.4.1 Esquiva inibitória 
 
O equipamento para realização desse teste consiste em uma caixa de acrílico na 
qual o piso é formado por barras paralelas de metal (1mm de diâmetro). Os espaços entre as 
barras medem 1 cm. Uma plataforma com 7 cm de largura e 2,5 cm de comprimento é 
colocada junto à parede esquerda do aparelho (Roesler et al., 1999). A sessão de treino, foi 
realizada 10 dias após a indução de sepse. Os animais foram colocados sobre a plataforma e 
foi cronometrado o tempo que o animal levou para descer com as quatro patas da plataforma 
(tempo de latência). Imediatamente após descer da plataforma (com as 4 patas), o animal 
recebeu um choque de 0,4 mA durante 2 segundos. Na sessão teste, o animal foi novamente 
colocado na plataforma e medido o tempo que ele levou para descer, porém não foi 
administrado choque. A latência é um parâmetro clássico de retenção de memória. Os 
intervalos entre o treino e o teste foram de 1,5 horas para medir memória de curta duração 







Figura 7: Teste da esquiva inibitória. No primeiro dia, é realizada a sessão de treino. O animal é colocado sobre 
a plataforma, avaliando-se o tempo em que ele toma para descer da plataforma com as quatro patas. Ao descer, o 
animal recebe um choque. A sessão de teste consiste em colocar o animal novamente na plataforma, medindo-se 
o tempo que o mesmo leva para descer, sem administrar choque após a descida. O teste é realizado em dois 
momentos: 1h30min após o treino, a fim de avaliar a memória de curta duração, e 24 horas após o treino, para a 
avaliação da memória de longa duração. Fonte: Da autora.  
 
4.4.2 Reconhecimento de objetos 
 
O teste de reconhecimento de objetos foi realizado em campo aberto. Esse teste é 
muito usado para avaliar a capacidade de memorizar e reconhecer objetos novos e já 
conhecidos. No primeiro dia, antes de qualquer procedimento, considerado o dia da 
habituação, cada rato foi colocado individualmente no canto superior esquerdo da caixa, e 
deixado por 5 minutos, sem nenhum objeto na caixa, para que se habitue-se ao ambiente. 
Após 24 horas, na sessão treino, o animal foi recolocado no campo aberto, com dois objetos 
exatamente iguais A1 e A2 de brinquedo de Lego duplo, exatamente no meio da caixa, 
paralelos e deixados por 5 minutos para que os animais explorem o ambiente livremente. O 
tempo de exploração de cada objeto foi cronometrado e posterior analisado através do índice 
de reconhecimento. No mesmo dia em 1h e 30min após a sessão teste, para a avaliação da 
memória de curta duração, o animal foi recolocado na caixa com dois objetos (A1 e B1) que 
eram semelhantes na cor e tamanho, porém de formas diferentes. Nessa sessão, os animais 
foram deixados durante 5 minutos para explorar os objetos. Para testar a memória de longa 
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duração, o animal foi recolocado na caixa 24 horas após a sessão treino, com dois objetos, um 
que ele já está́ familiarizado, o objeto A1, e outro objeto totalmente distinto de todos os 
outros, o objeto C1, de cor, forma e tamanhos diferentes. Nessa sessão, os animais tiveram, 




Figura 8: Teste de reconhecimento de objetos. No primeiro o dia, o animal é colocado na caixa em que será 
realizado o teste, sem objetos, com a finalidade de habituação do local. A sessão de treino é realizada no segundo 
dia, dois objetos iguais são colocados na caixa onde está o animal, deixando-o explorar o local durante 5 
minutos. A sessão de teste é realizada em dois momentos: 1h30min após o treino, onde são colocados dois 
objetos de formatos diferentes e cores iguais, para a avaliação da memória de curta duração. E 24h após o treino, 




4.5 AVALIAÇÃO DA FUNÇÃO MITOCONDRIAL FRENTE AO INSULTO SÉPTICO E 
PÓS ESTIMULAÇÃO DE AUTOFAGIA 
 
4.5.1 Consumo ex vivo de oxigênio  
 
A taxa de consumo de oxigênio foi medida por respirometria de alta resolução 
(2k-Oxygraph; Oroboros Instruments, Innsbruck, Áustria) utilizando glutamato/malato (2,5 
mM cada), α-cetoglutarato (5,0 mM), succinato (5,0 mM) como substratos respiratórios. Os 
homogeneizados do hipocampo e córtex pré-frontal foram incubados em tampão contendo 
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KCl a 130 mM, KH2PO4 10 mM, 200 uM de EGTA, 10 mM de HEPES (pH 7,4). Após a 
depleção de substratos endógenos, o estado 3 da respiração mitocondrial foi iniciado com a 
adição de 1 mM de ADP. A amostra permanece no meio até o esgotamento completo de 
oxigênio. Os resultados foram padronizados como a quantidade de proteína e expressos em 
nmoles de O2 / min / mg de proteína, de acordo com Rosenthal et al (1987). 
 
4.5.2 Níveis de ATP 
 
A avaliação dos níveis celulares de ATP foi realizada conforme previamente 
descrito (Van Laar et al., 2011). As amostras (hipocampo e córtex pré-frontal) foram 
homogeneizadas em tampão PBS, mantido a baixas temperaturas e centrifugadas a 2000g por 
5 minutos. O pellet foi obtido e resuspendido em tampão de lise. Os níveis de ATP 
intracelular foram determinados usando um kit de determinação de ATP, baseado na reação 
da luciferase com luciferina e medido usando um luminômetro em microplaca. Este kit inativa 
irreversivelmente as enzimas que degradam o ATP (ATPases) durante a etapa de lise, 
assegurando que o sinal luminescente obtido corresponda aos níveis endógenos de ATP 
(Abcam).  Os dados foram normalizados pela concentração de proteína.  
 
4.5.3 Expressão do conteúdo de proteína mitocondrial e dos ativadores da 
autofagia/mitofagia por Western Blotting 
 
A expressão proteica do conteúdo de proteína mitocondrial COX e Mn-SOD, 
PINK1, Parkin, Beclina-1, LC3 A/B e os ATGs (ATG 5, ATG12, ATG16L1, ATG7 e 
ATG3), no hipocampo e córtex pré-frontal foram mensuradas usando análise por Western 
blotting. 
Para realizar a imunotransferência do conteúdo de proteína mitocondrial e 
marcadores de amostras autofagia e mitofagia, tecido cerebral foram homogeneizadas e, em 
quantidades iguais de proteína (30 ug / poço), foram fracionadas por eletroforese em gel de 
poliacrilamida - dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE) e eletrotransferidas para membranas de 
nitrocelulose. 
 As membranas foram incubadas com anticorpo policlonal anti-COX (1: 1000) 
(ABCAM - Brasil), anti- SOD2 (1:1000) (ABCAM - Brasil), anti-parkin (SLBK5279V, 
SIGMA - Brasil) mAb de Coelho (1:1000); Anti-PINK1 (078K4802, SIGMA - Brasil) mAb 
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de Coelho (1: 1000) e utilizando um kit de autofagia (Cell Signalling) que contém: Beclin-1 
(D40C5) Rabb mAb (1:1000); MAb de coelho LC3A / B (D3U4C) (1:1000); Atg5 (D5F5U) 
mAb de Coelho (1:1000); Atg12 (D88H11) mAb de Coelho (1:1000); Atg16L1 (D6D5) mAb 
de Coelho (1:1000); Atg7 (D12B11) mAb de Coelho (1: 1000); Atb3 Anticorpo Coelho mAb 
(1:1000). A IgG anti-coelho secundário foi encubada com a membrana durante 2 horas 
(1:10000). A imuno-reatividade foi detectada por quimioluminescência usando substratos 
quimioluminescentes (ECL) (Bio-Rad - Brasil) para a detecção da atividade da enzima 
peroxidase de horseradish (HRP). A análise de densitometria foi realizada com o software 
Image J® v.1.34. Todos os resultados foram expressos como uma relação relativa entre o alvo 
e a p-actina. 
 
4.5.4 Dano oxidativo  
 
O dano oxidativo foi realizado pela determinação de grupamentos carbonil no 
conteúdo das estruturas do córtex pré-frotal e hipocampo, conforme previamente descrito por 
Levine e colaboradores (1990). As amostras obtidas foram precipitadas por adição de ácido 
tricloroacético e 20% e as proteínas dissolvidas com dinitrofenilidrazina (DNPH). Os grupos 
carbonila foram quantificados no espectrofotômetro na absorbância de 370 nm e a unidade de 




A quantidade total de proteínas de cada técnica foram mensuradas utilizando o 
ensaio de proteína de Lowry e colaboradores (1951) e a albumina bovina sérica (BSA) foi 
utilizada como padrão de proteínas. O reagente de Folin foi adicionado às amostras de tecido, 
onde sua proncipal função é ligar-se a proteínas e posteriormente reduzido. A alteração de cor 
resultante a partir de amarelo para azul pode ser observado através da medição da absorbância 
a 700nm.  
 




Atividade de complexo I: A atividade da NADH-desidrogenase foi avaliada pelo 
método descrito por (Cassina; Radi, 1986), a taxa de redução de ferricianeto dependente de 
NADH a 420 nm. 
Atividade do Complexo II: As atividades da enzima foram medidas pelo método 
descrito por (Fischer et al., 1985) onde a diminuição da absorvância do 2,6-DCIP a 600 nm 
foi utilizada para calcular a atividade do complexo II. 
Atividade do complexo II-III: a citocromo c oxidoredutase será determinada de 
acordo com (Fischer et al., 1985) que foi medida pela redução do citocromo c no succinato a 
550 nm. 
Atividade complexa IV: A preparação da amostra era a mesma que para a citrato 
sintase. A atividade do complexo IV foi determinada de acordo com (Rusti et al., 1994) e 
calculada pela diminuição da absorvância causada pela oxidação reduzida do citocromo c, 
medida a 550 nm. 
A atividade dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial foi expressa como 
nmol / min / mg de proteína. 
 
4.5.7 Atividade das enzimas do Ciclo de Krebs 
 
A atividade da enzima citrato sintase foi realizada através da reação de conversão 
de oxaloacetato e acetil-CoA a citrato e SH-CoA, catalisada pela citrato sintase foi 
acompanhada medindo-se espectrofotometricamente o produto de reação, ácido 
tionitrobenzóico (TNB) (Shepherd e Garland, 1969). As diferentes suspensões foram 
incubadas a 37°C em meio de reação tris-HCl 50 mM, pH 8,0, contendo triton X-100 0,1%, 
oxaloacetato 250 μM, acetil-CoA 50 μM, e ácido ditionitrobenzóico (DTNB) 100 μM. O 
intenso aumento na absorbância a 412 nm foi registrado durante 8 minutos. A atividade de 
enzima succinato desidrogenase foi determinada de acordo com o método de Fischer et al. 
(1985). Baseia-se na diminuição da absorvância de 2,6-di-cloro-indofenol (2,6-DCIP) a 600 
nm. 
 






                 A análise molecular do mtDNA foi realizado utilizando o kit da (Abcam, ab65321), 
seguindo as instruções do fabricante. O DNAmt foi isolado através das fatias de córtex pré-
frontal e hipocampo com elevado rendimento e pureza, sem contaminação a partir do DNA 
genômico. A apresentação do gráfico foi realizada utilizando o pacote estatístico GraphPad 
Prism versão 5.0; 
Já o isolamento do gDNA, foi realizado pelo mini kit PureLink™, que permite 
uma purificação rápida e eficiente do DNA genômico (gDNA). O kit foi projetado para isolar 
eficazmente o gDNA com tecidos de mamíferos, cauda de rato, rato, amostras de sangue e 
bactérias. Após a preparação do lisado, o gDNA foi rapidamente purificado utilizando um 
processo de centrifugação baseado em coluna de spin. O DNA isolado tem um tamanho de 
20-50 kb. Foi realizada a quantificação dos isolados de mtDMA e gDNA utilizando o 
espectrofotômetro na absorvância UV a 260 nm. Os dados foram expressos na razão de 
mtDNA/gDNA. 
 
4.5.9 Análise ultra estrutural das mitocôndrias por microscopia eletrônica de 
transmissão   
 
Para análise das estruturas das mitocôndrias foi realizada a observação sob 
microscopia eletrônica de transmissão (TEM), onde as amostras de córtex pré-frotal e 
hipocampo foram fixadas durante a noite com 2,5% de glutaraldeído, 4% de paraformaldeído 
em 0,1 M de tampão cacodilato de sódio (pH 7,2) mais 0,2 M de sacarose. O material foi pós-
fixado com 1% de tetróxido de ósmio por 2 h, desidratado em série de gradiente de acetona e 
incorporado na resina de Spurr. Cortes finos foram corados com acetato de uranila aquoso 
(1%), seguido por citrato de chumbo (1%). Quatro repetições foram feitas para cada grupo 
experimental; duas amostras por replicação foram então examinadas sob TEM JEM 1011 
(JEOL Ltd., Tóquio, Japão) a 80 kV. As estruturas encefálicas (córtex pré-frontal e 
hipocampo) foram examinados um mínimo de 8-10 campos aleatórios (para minimizar viés de 
amostragem não intencional) para uma análise qualitativa da morfologia mitocondrial.  
 
4.6 ANÁLISES ESTATÍSTICA 
 
As variáveis contínuas foram expressas como média ± desvio padrão e 
comparadas pelo teste t-Student para amostras não pareadas ou análise de variância de uma 
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via (ANOVA) e teste post hoc Tukey. Todos os testes foram realizados com o SPSS versão 20 
e / ou GraphPad Prism 4.0. Dados comportamentais da tarefa de esquiva inibitória e do índice 
de reconhecimento de objetos foram expressos como mediana (intervalos interquartis), com 
comparações entre grupos realizados usando o teste U de Mann-Whitney. Para as análises 
comportamentais, os grupos individuais de treino e teste foram comparados pelos testes de 





5.1 A FUNÇÃO MITOCONDRIAL É COMPROMETIDA NO SNC DURANTE O 
DESENVOLVIMENTO DA SEPSE 
 
Para avaliar se a função mitocondrial foi comprometida no SNC após sepse foram 
mensurados os níveis de ATP no hipocampo e no córtex pré-frontal onde foram 
significativamente diminuídos tanto nas 24 horas quanto nos 10 dias após a sepse, quando 
comparados aos animais sham porém, os níveis não se mantiveram diminuídos em 3 dia 
(Figura 9A). Sabendo que os níveis cerebrais de ATP são mantidos principalmente pela 
respiração mitocondrial, o consumo de oxigênio mitocondrial também foi analisado ex vivo e 
aos 10 dias pós-CLP, as alterações nos níveis de ATP foram temporalmente relacionados a 
uma diminuição na respiração mitocondrial e no consumo de oxigênio, tanto no hipocampo 
quanto no córtex pré-frontal, observou-se uma diminuição, uma vez que animais sépticos tem 
sua respiração diminuída e passam a consumir mais oxigênio após 10 dias  (Figura 9B).  não 





Figura 9: A evolução da função mitocondrial no cérebro durante o desenvolvimento da sepse. Sepse foi induzida 
pelo modelo de CLP (ou sham) e 24 horas, 3 e 10 dias após o hipocampo e córtex pré-frontal foram removidos 
para a determinação de (A) concentração de ATP (nmol/mg proteínas) (B) consumo de oxigênio ex vivo  (pmol 
O2 mim 
-1/mg proteína). Os dados foram expressos como média ± desvio padrão * p <0,05 em comparação com o 
grupo sham ao mesmo tempo. n = 7 animais por grupo.  
 
Como essas alterações podem estar relacionadas à diminuição do conteúdo 
proteico mitocondrial, o conteúdo de proteínas mitocondriais, Mn-SOD e COX  foi 
mensurado pós sepse. Em comparação com os animais sham, não houve alteração após a 




Figura 10: Conteúdo da SOD2 e COX no cérebro durante a evolução da sepse. Sepse foi induzida pelo modelo 
de CLP (ou sham) e 24 horas, 3 e 10 dias após o hipocampo e córtex pré-frontal foram removidos para a 
determinação de (A) SOD2 e (B) COX. Os dados foram expressos em ug/proteína de homogenato de tecido com 
média ± desvio padrão * p <0,05 em comparação com o grupo sham no mesmo tempo. n = 7 animais por grupo. 
 
5.2 A DINÂMICA MITOCONDRIAL NÃO É REGULADA DURANTE O 
DESENVOLVIMENTO DA SEPSE 
 
Como a falta de regulação positiva da dinâmica mitocondrial está associada a 
piores desfechos em pacientes sépticos segundo um estudo clínico de Carré et al., 2010, e em 
outro utilizando modelo animal de doença crítica (Haden et al., 2007), avaliou-se que os 
marcadores de autofagia e mitofagia mitocondriais estavam comprometidos após sepse. Não 
houve um padrão consistente no nível das diferentes proteínas ATG 16, ATG 12, ATG5 e 
ATG7 envolvidas na via da autofagia que pudessem estar relacionados com o 
desenvolvimento da sepse (Figura 11). Porém, a Beclina 1, uma proteína chave ligada à 
estrutura pré-autofagossômica e à formação de autofagossomos, sofreu uma redução 24 horas 
após a sepse em ambas estruturas analisadas, quanto aos 10 dias especificamente no córtex 
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pré-frontal (Figura 12A). No entanto, um aumento foi observado neste mesmo ponto no 
hipocampo. Da mesma forma, os conteúdos de ATG7 e LC3, as proteínas envolvidas no 
processo final de formação de autofagossomos, diminuíram significativamente no hipocampo, 
mas não no córtex pré-frontal nos 10 dias após a sepse (Figura 12B e Figura 12C). PINK 
(Figura 13A) e Parkin (Figura 13B), proteínas que regulam a via da mitofagia não foram 
modificadas em nenhum dos momentos analisados. Toda representação quantitativa das 
bandas das proteínas da via da autofagia e mitofagia realizados por W.B encontra-se em 
anexo 3.  
 
 
Figura 11: Expressão proteica dos marcadores de autofagia durante o desenvolvimento da sepse. Sepse foi 
induzida pelo modelo de CLP (ou sham) e 24 horas, 3 e 10 dias após o hipocampo e córtex pré-frontal foram 
removidos para a determinação da quantificação de ATG 16, ATG12, ATG5. Os dados foram expressos em 
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ug/proteína de homogenato de tecido com média ± desvio padrão * p <0,05 em comparação com o grupo sham 




Figura 12: Expressão proteica dos marcadores da via da autofagia envolvidas na pré-formação e formação da 
estrutura autofagossômica durante o desenvolvimento da sepse. Sepse foi induzida pelo modelo de CLP (ou 
sham) e 24 horas, 3 e 10 dias após o hipocampo e córtex pré-frontal foram removidos para a determinação da 
quantificação de (A) Beclina, (B) LC3A/B, (C) ATG7. Os dados foram expressos em ug/proteína de homogenato 
de tecido com média ± desvio padrão * p <0,05 em comparação com o grupo sham ao mesmo tempo. n = 7 






Figura 13: Quantificação gênica de marcadores de mitofagia durante o desenvolvimento da sepse. Sepse foi 
induzida pelo modelo de CLP (ou sham) e 24 horas, 3 e 10 dias após o hipocampo e córtex pré-frontal foram 
removidos para a determinação da quantificação de proteínas da via de mitofagia PINK e Parkin. Os dados 
expressos em ug/proteína de homogenato de tecido com média ± desvio padrão * p <0,05 em comparação com o 
grupo sham no mesmo tempo (n = 7 animais por grupo). 
 
5.3 ATIVADORES DA AUTOFAGIA MITOCONDRIAL MELHORAM A FUNÇÃO 
MITOCONDRIAL APÓS SEPSE TARDIA 
 
A expressão proteica dos marcadores da via da autofagia envolvidas na pré-
formação e formação dos autofagossomas no desenvolvimento da sepse foram avaliados após 
o tratamento com os ativadores de autofagia mitocondrial, que foram administrados do 7º ao 
9º dia após a sepse para avaliar seus efeitos na função mitocondrial. Tanto a rapamicina 
quanto a rilmenidina reverteram a redução dos níveis de ATP no cérebro e consumo de 





Figura 14: Efeito de ativadores da autofagia na função mitocondrial cerebral após sepse tardia. Sepse foi 
induzida pelo modelo de CLP (ou sham). Nos dias 7-9, após a indução de sepse os animais foram tratados com 
os fármacos (rilmenidina ou rapamicina), dose única diária de 5µl via icv. No dia 10, o hipocampo e o córtex 
pré-frontal foram removidos para determinar o nível de ATP (A) tratadas com rapamicina e rilmenidina; e o 
consumo ex vivo de oxigênio (B) tratados com rilmenidina e rapamicina.  Os dados foram expressos como média 
± desvio padrão * p <0,05 em comparação com o grupo sham e # comparando o grupo CLP com os grupos 
tratados com rapamicina e rilmenidina respectivamente (n = 7 animais por grupo). 
 
Para entender melhor os efeitos do tratamento com os ativadores da autofagia 
(rapamicina e rilmenidina) na função mitocondrial, foram avaliadas as atividades do 
complexo da cadeia respiratória mitocondrial e enzimas do ciclo de Krebs (citrato quinase e 
succinato desidrogenase). Os ativadores de autofagia reverteram para alguns complexos (I, II 
e II-III) cadeia respiratória mitocondrial (Figura 15) nas duas estruturas (hipocampo e córtex 




Figura 15: O efeito de ativadores da autofagia mitocondrial nas atividades cerebrais nas atividades dos 
complexos (I, II, II-II e IV) da cadeia respiratória após sepse tardia. Sepse foi induzida pelo modelo de CLP (ou 
sham). Nos dias 7-9, após a indução de sepse, os animais foram tratados com os fármacos (rilmenidina ou 
rapamicina), dose única diária de 5µl via icv. No dia 10, o hipocampo e o córtex pré-frontal foram removidos 
para determinar as atividades das enzimas do ciclo de Krebs (citrato sintase e succinato desidrogenase). Os dados 
são expressos como média ± desvio padrão * p <0,05 em comparação com o grupo sham ao mesmo tempo  # 
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comparando o grupo CLP com os grupos tratados com rapamicina e rilmenidina respectivamente (n = 7 animais 
por grupo). 
 
A atividade cerebral da enzima citrato sintase apresentou-se significativamente 
diminuída na sepse tardia, porém, após tratamento com rapamicina sua atividade foi revertida 
com aumento de sua expressão na estrutura do córtex pré-frontal, mas não no hipocampo, 
quando comparada com o grupo CLP.  
Por outro lado, a atividade cerebral da enzima succinato desidrogenase foi 
revertida após tratamento com rilmenidina tanto no córtex pré-frontal, quanto no hipocampo, 
quando comparada com o grupo CLP após sepse tardia (Figura 16). 
 
 
Figura 16: O efeito de ativadores da autofagia mitocondrial nas atividades cerebrais das enzimas do ciclo de 
Krebs no cérebro após sepse tardia. Sepse foi induzida pelo modelo de CLP (ou sham). Nos dias 7-9, após a 
indução de sepse, os animais foram tratados com os fármacos (rilmenidina ou rapamicina), dose única diária de 
5µl via icv. No dia 10, o hipocampo e o córtex pré-frontal foram removidos para determinar as atividades das 
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enzimas do ciclo de Krebs (citrato sintase e succinato desidrogenase). Os dados são expressos como média ± 
desvio padrão * p <0,05 em comparação com o grupo sham # comparando o grupo CLP com os grupos tratados 
com rapamicina e rilmenidina respectivamente n = 7 animais por grupo. 
 
 
5.4 ATIVADORES DA AUTOFAGIA MITOCONDRIAL DIMINUIRAM A OXIDAÇÃO 
DE PROTEÍNAS APÓS SEPSE TARDIA 
 
Uma das principais funções da autofagia é reciclar componentes 
macromoleculares, e restos de proteínas oxidadas que podem, eventualmente, ficar 
acumuladas na mitocôndria. Para avaliar o dano oxidativo em hipocampo e córtex pré-frontal 
determinou-se os níveis de proteínas carboniladas. Tanto o tratamento com rilmenidina e 
rapamicina diminuiu um aumento no marcador de dano oxidativo, porém não 
significativamente, após a sepse em ambas estruturas cerebrais (Figura 17). 
 
 
Figura 17: Efeito do tratamento com ativadores da autofagia em dano oxidativo em proteínas após sepse tardia. 
Sepse foi induzida pelo modelo de CLP (ou sham). Nos dias 7-9, após a indução de sepse, os animais foram 
tratados com os fármacos (rilmenidina ou rapamicina), dose única diária de 5µl via icv. No dia 10, o hipocampo 
e o córtex pré-frontal foram removidos para determinar a carbonilação de proteínas. Os dados foram como 
nmol/mg de proteína para 7 amostras independentes realizadas em duplicata (média+desvio padrão) (n=7 por 
grupo), * diferente do controle (sham+salina) p<0,05. 
 
Além disso, apenas a rapamicina foi capaz de reverter a diminuição na razão 
mtDNA/gDNA quando comparados ao grupo CLP que, apresentou-se significativamente 
comprometido quando comparados ao grupo controle (Figura 18). Esta melhora na razão, 
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estava completamente de acordo com as imagens da ultraestrutura da mitocôndria 
representadas na (Figura 19) onde, a imagem da (Figura 19A) representou o tratamento do 
grupo sham; na (Figura 19B) demostrou o edema mitocondrial fruto do processo inflamatório 
desencadeado pela sepse; na (Figura 19C) representou a redução de cristas mitocondriais que 
foram observadas em animais CLP que foram melhorados principalmente pelo tratamento 




Figura 18: O efeito de ativadores de autofagia mitocondrial no genoma cerebral na sepse tardia. Sepse foi 
induzida pelo modelo de CLP (ou sham). Nos dias 7-9, após a indução de sepse, os animais foram tratados com 
os fármacos (rilmenidina ou rapamicina), dose única diária de 5µl via icv. No dia 10, o hipocampo e o córtex 
pré-frontal foram removidos para determinar a razão de mtDNA/gDNA. Os dados estão expressos como média ± 





Figura 19: O efeito de ativadores de autofagia mitocondrial nas mitocôndrias cerebrais na sepse tardia. Sepse foi 
induzida pelo modelo de CLP (ou sham). Nos dias 7-9, após a indução de sepse, os animais foram tratados com 
os fármacos (rilmenidina ou rapamicina), dose única diária de 5µl via icv. No dia 10, o hipocampo e o córtex 
pré-frontal foram removidos para captar as imagens da ultraestrutura mitocondrial por microscopia eletrônica de 
transmissão representados por animais sham (A), CLP (B), CLP-rapamicina (C) e CLP-Rilmenidina (D). 
 
5.4 ATIVADORES DE AUTOFAGIA MELHORAM O DÉFICIT COGNITIVO À LONGO 
PRAZO EM ANIMAIS SOBREVIVENTES À SEPSE 
 
Entende-se que melhorar a função mitocondrial, decorrente do desenvolvimento 
da sepse tardia, pode resgatar animais de déficits cognitivos em diferentes modelos (Petez-
Pinzon e Stetler., 2012) assim, também foi avaliado o efeito de indutores de autofagia no 
desempenho de animais CLP em duas tarefas cognitivas diferentes em memória de longa 
duração. Todos os tratamentos (rapamicina e rilmenidina), aumentaram o desempenho na 
esquiva inibitória através do tempo de latência de longa duração e no reconhecimento de 




Figura 20: O efeito de ativadores de autofagia mitocondrial em déficits cognitivos à longo prazo em 
sobreviventes à sepse. Sepse foi induzida pelo modelo de CLP (ou sham). Nos dias 7-9, após a indução de sepse, 
os animais foram tratados com os fármacos (rilmenidina ou rapamicina), dose única diária de 5µl via icv. No dia 
10, os animais foram submetidos a treino e testes comportamentais de (A) esquina inibitória e (B) tarefas de 
reconhecimento de objetos. Os dados são expressos como mediana e intervalo interquartílico * p <0,05 em 
comparação com a seção de treino (n = 10 animais por grupo). 
 
 
5.5 RESUMO DOS RESULTADOS BIOQUÍMICOS, IMUNOQUÍMICOS, 
MOLECULARES E COMPORTAMENTAIS 
 
As tabelas 1 e 2 apresentam o resumo dos resultados dos resultados obtidos nos 





Tabela 1: Resumo dos resultados obtidos no Protocolo I 
PROTOCOLO I 
24 horas 3 dias 10 dias 
HC PF HC PF HC PF 
Concentração de ATP ↓ ↓ - ↓ ↓ ↓ 
Consumo de O2 - - - - ↓ ↓ 
Conteúdo de Mn-SOD - - - - - - 
Conteúdo de COX - - - - - - 
Conteúdo de ATG16 - ↑ - ↑ - - 
Conteúdo de ATG12 - - - - - - 
Conteúdo de ATG5 - - ↑ - ↑ - 
Conteúdo de ATG7 - - - - ↓ - 
Beclina ↓ ↓ - - ↑ ↓ 
LC3A/B - - - - ↓ - 
PINK - - - - - - 
Parkin - - - - - - 
Lista de abreviaturas: hipocampo (HC), córtex pré-frontal (PF) 
 
 
Tabela 2: Resumo dos resultados obtidos no Protocolo II 
PROTOCOLO II 
RAPAMICINA RILMENIDINA 
HC PF HC PF 
Concentração de ATP ↑ ↑ ↑ ↑ 
Consumo de O2 ↑ ↑ ↑ ↑ 
Complexo I ↑ ↑ ↑ ↑ 
Complexo II ↑ ↑ ↑ ↑ 
Complexo II-III ↑ ↑ ↑ ↑ 
Complexo IV - ↑ - ↑ 
Citrato Sintase - ↑ - ↑ 
Succinato Desidrogenase ↑ ↑ ↑ ↑ 
Carbonil - - - - 
Razão mtDNA/gDNA ↑ ↑ - - 
Esquiva inibitória ↑ ↑ ↑ ↑ 
Reconhecimento de objeto ↑ ↑ ↑ ↑ 





O presente estudo sugere um importante papel da dinâmica mitocondrial na 
disfunção cognitiva em animais sobreviventes a sepse tardia. 
Inicialmente, no Protoloco I, procurou-se estabelecer uma análise temporal para 
avaliar a cinética da disfunção mitocondrial após indução do modelo CLP. Para isso, 
estipulou-se uma curva temporal de 24horas, 3 e 10 dias e, observou-se em quais tempos a 
disfunção mitocondrial apresentou-se significativamente comprometida. Como as análises 
preliminares de nível de ATP e consumo de oxigênio ex vivo não apresentaram alterações 
significativas constantes no tempo de três dias e, esse resultado persistiu em não apresentar 
significância na quantificação das proteínas da via da autofagia e mitofagia, estabeleceu-se 
que esse tempo (3 dias) fosse excluído para as próximas etapas, uma vez que não houveram 
alterações consistentes  nos resultados dos parâmetros aqui estudados. A partir dos resultados 
obtidos no protocolo I, deu-se início ao Protocolo II, onde foi estabelecido o tempo de 10 dias 
representou a sepse tardia, conforme estudo prévio de Barichello et al, 2007 e, envolveu todo 
o tratamento com os ativadores da autofagia, com o intuito a promover a reversão dos 
parâmetros relacionados à disfunção mitocôndria e suas consequências cognitivas à longo 
prazo. Por essa razão, a discussão desse estudo ficou grande parte voltada para a sepse tardia 
onde, maior parte dos resultados mostraram-se significativos e, foram de encontro com os 
achados de um estudo de sobreviventes sépticos já estabelecidos na literatura à longo prazo 
(Carré et al, 2010).  
A inflamação pode alterar o metabolismo de neurotransmissores, bem como 
induzir a disfunção mitocondrial, que são vias relevantes no desenvolvimento da ES (Bozza et 
al., 2013; Dal-Pizzol et al., 2014). Visto que este modelo animal de longo prazo da sepse 
houve uma função mitocondrial comprometida e nenhuma ativação de autofagia e mitofagia à 
longo prazo. Uma vez que estes são processos chave durante a recuperação, houve disfunção 
mitocondrial sustentada que foi temporalmente relacionada ao comprometimento cognitivo. 
Curiosamente, diferentes ferramentas farmacológicas que ativam a autofagia aumentam os 
níveis de ATP no cérebro e o consumo de oxigênio, melhorando o comprometimento 
cognitivo a longo prazo. 
O conceito de disfunção mitocondrial e falha bioenergética durante a sepse não é 
novo (Nogueira et al., 2001; Brealey et al., 2004). A fosforilação oxidativa é rigidamente 
controlada pelo consumo de ATP (Nogueira et al., 2001). Condições onde há  
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comprometimento de seu estoque energético, é crucial para célula onde, passa a responder 
prontamente às mudanças na demanda de energia celular (Singer, 2008). Dado ao estado de 
fluxo dinâmico e de alta energia que o organismo necessita para exercer suas funções 
metabólicas e celulares, não é surpreendente que as mitocôndrias exercem um papel de 
destaque na manutenção energética celular, uma vez que  são as principais consumidoras de 
oxigênio tecidual e também a maior fonte de ATP dentro do organismo. Entende-se que 
mecanismos que possam favorecer a oferta e demanda energética altamente eficientes podem 
permitir uma resposta imediata às mudanças nos requisitos metabólicos. Estudos com 
pacientes e animais encontraram uma clara associação entre o grau de disfunção mitocondrial, 
a gravidade da disfunção orgânica e a mortalidade (Brealey et al., 2002; Bozza et al., 2013; 
Fink., 1990).  
A mitocôndria tem um papel central no metabolismo respiratório e energético da 
célula, contribuindo para o metabolismo intermediário e para os mecanismos de morte celular. 
Além dessas várias funções, mitocôndrias se destacam de outras organelas celulares por 
possuírem seu próprio genoma (mtDNA) , distinto do DNA nuclear. A exposição crônica 
desta organela a períodos de pouca ou nenhuma oferta de oxigênio pode torná-la vulnerável a 
danos oxidativos, lipídicos, proteicos e no DNA da célula (Sena e Chandel., 2012).  
Diversos estudos mostraram que o cérebro é altamente dependente da fosforilação 
oxidativa e foi anteriormente demostrado que a disfunção mitocondrial cerebral ocorre 
precocemente após a sepse (Lyu et al., 2015; Comim et al., 2008; d’Ávila et al., 2008; Hill et 
al., 2015). Além disso, há uma diminuição nas atividades do complexo I e succinato 
desidrogenase (Comim et al., 2008 d’Avila et al., 2008). Navarro e Boveris (2007) relataram 
que o aumento no dano oxidativo mitocondrial e na atividade da CK ocorreu quando os 
animais apresentaram sinais de disfunção no SNC. Sendo assim, é provável que a disfunção 
cerebral na sepse possa estar associada ao estresse oxidativo e que o aumento de citocinas 
inflamatórias pode levar à disfunção no complexo I, resultando no dano oxidativo e 
comprometendo a capacidade cognitiva. Curiosamente, a rapamicina e rilmenidina reverteram 
a inibição de alguns dos complexos da cadeira respiratória mitocondrial, provavelmente 
relacionados a uma reversão a redução dos níveis de ATP  no cérebro e ao consumo de 
oxigênio ex vivo.  
Uma vez que os danos cognitivos podem  surgir à longo prazo pós sepse, 
interessou-se pela bioenergética cerebral mais tardia após a sepse, uma vez que os resultados 
preliminares do protocolo I direcionaram para o tempo de 10 dias pós sepse para os 
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parâmetros de disfunção mitocondrial. Neste contexto, em um modelo animal de doença 
crítica de longo prazo, foi demostrado que o consumo global de oxigênio e a taxa de troca 
respiratória foram reduzidos ( Hill et al., 2015). Nas células satélites musculares isoladas de 
um modelo animal de sepse (Rocheteau et al., 2010), houve anormalidades energéticas 
sustentadas semelhantes às relatadas no cérebro. Assim, há plausibilidade de que a falha 
bioenergética persistente possa explicar parcialmente o comprometimento cognitivo à longo 
prazo observado na sepse, como demonstrado neste estudo nos tempo de 24 horas e 10 dias 
pós sepse. 
Dados de estudos experimentais e clínicos demostraram que a sepse está 
relacionada ao aumento da produção de ERO e acúmulo de marcadores de dano oxidativo 
(Boczkowski et al., 1999; Abd El-Gaward e Khalifa, 2001; Crouser et al., 2004; D’Avilla et 
al., 2008). Desta forma, a resposta inflamatória na sepse poderia induzir o estresse oxidativo, 
levando a disfunção mitocondrial, com consequente morte celular (Galley., 2011). 
O cérebro é frequentemente exposto às ERO, devido ao seu alto consumo de 
oxigênio (Halliwell, 2006) e, durante a sepse, parece ser um dos primeiros órgãos a ser 
afetado (Wilson, 2009; Comim et al., 2011). Os neurônios são as células mais dependentes de 
oxigênio dentre os tipos celulares do SNC (Berg et al., 2011) e a degeneração mitocondrial e 
apoptose têm sido observadas em diferentes regiões cerebrais de indivíduos sépticos e 
também em modelos animais (Papadopoulos et al., 2000; Semmler et al., 2005; Barichello et 
al., 2007; Steckert et al., 2014).  
Chuang e colaboradores em 2012 demostraram em estudo de modelo animal de 
sepse que os ratos sépticos tiveram um aumento na produção de (O2-) no tecido cerebral. 
Adicionalmente, níveis aumentados de NO e de ONOO- no cérebro desempenham um papel 
crítico na função neuronal na sepse (Berg et al., 2011). Em duas horas após a administração 
de LPS foi observado um aumento de ERO no cérebro dos ratos (Abd El-Gaward e Khalifa, 
2001). Além disso, utilizando um modelo animal induzido por CLP, Barichello e 
colaboradores (2006) demonstraram que o dano oxidativo cerebral ocorre em tempos iniciais 
da sepse. Estas alterações oxidativas persistem por até 10 dias após a indução da sepse 
(Comim et al., 2011). Neste estudo, foi encontrado um aumento nos níveis de grupos 
carbonila em hipocampo e córtex pré-frontal no grupo CLP em relação ao grupo sham. 
Considerando que estes resultados corroboram dados encontrados na literatura, um fato 
importante seria que algumas regiões cerebrais são particularmente susceptíveis ao dano 
oxidativo. Considerando que a carbonilação proteica é amplamente utilizada como marcador 
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de dano oxidativo e quantificação dos conteúdos proteicos geralmente são mais estáveis 
quando comparadas a oxidação lipídica pela exposição dos ácidos graxos poliinsaturados à 
oxidação por radicais livres (Ferreira e Matsubara, 1987). Não foi utilizado demais 
marcadores de dano oxidativo, uma vez não ser o objetivo desse estudo limitar-se ao estresse 
oxidativo. Porém, já com os resultados obtidos após tratamento com os marcadores da 
autofagia, foi possível demonstrar que tanto a rapamicina, quanto a rilmenidina conseguiram 
amenizar o dano oxidativo após sepse tardia. 
Uma adaptação de longo prazo às mudanças no ATP é obtida pela modificação do 
número ou atividade das mitocôndrias funcionais (Hotchkiss et al., 2009). Esses mecanismos 
utilizam a autofagia como uma estratégia que as células utilizam para sobreviver frente a uma 
situação de estresse. Embora este processo não esteja completamente esclarecido, entende-se 
que ela pode servir como um mecanismo de adaptação celular quando existe baixa demanda 
bioenergética ou diminuição do aporte de nutrientes como ocorre nos processos de 
diferenciação (Kuma et al., 2004; Uchiyama et al., 2008).  
O reparo deficiente ou a falha em regular esses mecanismos em situações de dano 
mitocondrial levam ao acúmulo de mitocôndrias danificadas, ao comprometimento do 
fornecimento de substrato energético e, por fim, à disfunção celular e morte (Terman et al., 
2010; Suliman e Piantadosi., 2014). Sabe-se que a biogênese mitocondrial envolve a produção 
de proteínas mitocondriais codificadas seja por DNA nuclear, com subsequente intergração 
nas mitocôndrias ou via DNA mitocondrial, que codifica 13 proteínas situadas principalmente 
dentro da fosforilação oxidativa. Portanto, é ela que regula o genoma mitocondrial, regulação 
do conteúdo e morfologia mitocondrial (Hood et al., 2006; Ryan et al 2007) e melhora a 
capacidade de produção de substrato energético se a demanda de energia aumentar com o 
tempo (Singer., 2014). 
A autofagia também desempenha um papel crucial na progressão do câncer. Um 
aumento no dano ao DNA e instabiliadade gênomica detectada em células com perda mono-
alélica de Beclina 1 ou perda bi-alélica ATG 5 que podem explicar as funções supressoaras de 
tumor de proteínas autofágicas (Mathew et al., 2007). Paradoxamente, a autofagia pode 
fornecer aos tumores uma ferramenta para resistir ao estresse metabólico durante a autofagia. 
Atém disso, a autofagia desempenha um papel importante na imunidade inata e adaptativa, 
provavelmente na degradação do patógeno, para posterior apresentação de antígenos (Levine 
e Deretic., 2007). Os resultados desse estudo demostraram as proteínas envolvidas na 
dinâmica mitocondrial cerebral (ATG 16, ATG 12, ATG7, ATG 5) não foram reguladas 
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durante o desenvolvimento da sepse, essa falta de regulação positiva tem sido associada a 
piores  desfechos em estudo clínico (Carré, 2010) e em modelo animal de doença crítica 
(Haden et al., 2007). 
Por outro lado, a proteína chave ligada à estrutura pré-fagossômica e à formação 
de autofagossomos, Beclina 1, sofreu uma redução nas 24 horas após sepse e sua redução 
prorrogou-se  até os 10 dias na estrutura de hipocampo analisada nesse estudo, uma vez já 
sabido que a autofagia é um processo de degradação proteica através de uma via 
autofagomática (Feng., 2014; Harris e Rubinsztein., 2012) da mesma forma, as concentrações 
de Atg 7 e LC3/AB, ambas proteínas envolvidas no processo final de autofagossomos, 
diminuíram significativamente no hipocampo, 10 dias após sepse. Desta forma, conclui-se 
que as proteínas relevantes que regulam a via da autofagia (Beclina e LC3/AB), mostraram-se 
comprometidas após o insulto séptico, porém, mais estudos serão necessários. 
A relação cruzada entre a inflamação e esses processos recentemente atraiu a 
atenção (Suliman e Pintadosi, 2016). Em um modelo de doença crítica, o fenótipo de 
autofagia insuficiente foi mais pronunciado em animais não sobreviventes com função 
mitocondrial comprometida e dano de órgão mais grave (Gunst et al., 2013).  A perda óssea 
induzida também parece estar relacionada a autofagia insuficiente e a hipometilação por 
histonas (Owen et al., 2015). A eliminação incompleta de componentes celulares danificados 
devido à autofagia insuficiente também é relatada em pacientes gravemente doentes 
(Vanhirebeek et al., 2011). Especificamente no cérebro, a autofagia encontra-se deprimida no 
hipocampo logo após o início da sepse, e isso está relacionado à inflamação do cérebro pela 
via de sinalização do fator nuclear kappa B (NFkB) (Su et al., 2015).  Mais uma vez, não foi 
encontrado ainda em nenhuma evidência na literatura anterior sobre a dinâmica mitocondrial 
deficiente no cérebro tardiamente após a sepse. Este estudo demonstrou que existe uma 
associação temporal entre a disfunção energética e a falta de regulação positiva da dinâmica 
mitocondrial. Isso é pertinente, e se torna cada vez mais relevante, pois evidências recentes 
implicam que a dinâmica mitocondrial desempenha um papel crucial em numerosas doenças 
neurodegenerativas (Cieri et al., 2007) e foi demostrado anteriormente que a há semelhanças 
com a disfunção cerebral a longo prazo após a sepse (Barichello et al., 2015). 
Na mitocôndria o processo autofágico é seletivo e ocorre com concentrações de 
nutrientes adequados e é denominado de mitofagia. Este processo mitofágico é importante 
para a manutenção da qualidade e o número de mitocôndrias (Yole e Narendra, 2011). Os 
marcadores PINK e Parkin são os reguladores deste processo mitofágico. O recrutamento 
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específico dos autofagossomos é mediado por proteínas. A perda do potencial de membrana 
mitocondrial leva ao acúmulo de PINK na superfície da membrana e à restauração de Parkin, 
que ubiquitina as proteínas externas à membrana mitocondrial para o reconhecimento do 
autofagossomo que direcionará a mitocôndria para apoptose (Vives-Bauza et al., 2010, 
Narendra et al., 2010). Estudos sobre o mecanismo molecular da mitofagia em resposta ao 
dano mitocondrial foi induzido pela super expressão de Parkin à longo prazo o que promoveu 
a eliminação de mitocôndrias danificadas (Novak et al., 2010; Ding et al., 2010). Porém, para 
esse estudo  não houve regulação via mitofagia pela expressão das proteínas  PINK/Parkin. 
Uma vez que a regulação da dinâmica mitocondrial é um aspecto essencial para a 
recuperação de diferentes doenças, estratégias farmacológicas ajudam a entender melhor o seu 
papel nos diferentes processos patológicos e o seu potencial papel na neuroprotecção com 
novos alvos mitocondriais para neuroproteção estão sendo estudados (Perez-Pinzono., 2012). 
Certo de que um controle mitocondrial inadequado é proposto como um dos mecanismos que 
explicam a falta de recuperação da falência de órgãos em pacientes gravemente enfermos 
(Vanhorebeek et al., 2011; Zhang et al., 2018), foi examinado se a regulação positiva 
farmacológica da dinâmica mitocondrial pode impactar na disfunção cerebral induzida pela 
sepse. A autofagia é regulada por vias independentes e dependentes de mTOR, que possuem 
múltiplos componentes que poderiam ser direcionados para a manipulação terapêutica de 
doenças neurodegererativas. A rapamicina é amplamente utilizada como um inibidor canônico 
de mTORC1 (Kim e Guan., 2015) enquanto que a rilmenidina, um análogo de rapamicina, é 
um indutor de autofagia independente de mTOR (Freke et al., 2015). Esta abordagem 
terapêutica também foi demonstrada em modelos animais de doença crítica, demostrando ter 
efeitos benéficos no contexto das doenças neurodegenerativas podendo proteger os neurônios 
de apoptose (Ravikumar et al., 2006; Fleming et al., 2010; Ravikumar et al., 2004).  
A ativação da autofagia atenuou a lesão hepática após isquemia-reperfusão, 
restaurando a massa mitocondrial e o potencial de membrana (Khader et al., 2016). Outro 
estudo demostrou que logo após a sepse, a ativação da autofagia melhorou a sobrevida e 
diminuiu a lesão pulmonar aguda (Yen et al., 2013). Este estudo demostrou que diferentes 
ativadores da autofagia foram capazes de melhorar os níveis tardios de ATP e consumo de 
oxigênio ex vivo. Reforçando a ideia que o insucesso da bioenergética está relacionado com 
uma ineficiente dinâmica mitocondrial. Mais importante, todos os tratamentos melhoraram 
essas deficiências observadas no protocolo I. Isto é, até onde sabe-se, é a primeira 
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demonstração do efeito benéfico sobre a função cerebral da ativação da autofagia na 
recuperação da disfunção cerebral tardiamente após a resolução da sepse.  
Dois ensaios recentes não conseguiram demonstrar uma evolução na recuperação 
a longo prazo de uma doença crítica, utilizando estratégias de reabilitação não farmacológica 
baseadas no hospital ou na atenção primária (Walsh et al., 2016; Griffith et al., 2016). A falha 
na recuperação de uma doença crítica pode resultar de inflamação persistente (Walsh et al., 
2016), falha bioenergética (White e Murphy., 2010), reparo anormal e remodelação (White e 
Murphy., 2010).  Este estudo reforça essa hipótese. Assim, os achados obtidos neste trabalho, 
em que intervenções farmacológicas tardias, iniciadas uma semana após a sepse, ainda 
poderiam restaurar a função cerebral durante a fase de recuperação, podem ser clinicamente 
relevantes. 
 Como a ativação da autofagia apresentou melhores resultados à função 
mitocondrial e consequentemente dimuniição do dano cognitivo à longo, entende-se que uma 
falha produção bioenergética de níveis de ATP e oxigênio teciduais, assim como a diminuição 
da atividade dos complexos da cadeira respiratória mitocondrial, podem ser centrais no 
comprometimento cerebral tardio. Este estudo demostrou que tanto a rapamicina quanto a 
rilmenidina foram capazes de aumentar as atividades de alguns complexos da cadeia 
respiratória mitocondrial (complexo I, II, II-III). Por essa razão, entende-se mais estudos 
sobre diferentes efeitos estratégicos farmacológicos aqui estudados, seja pela via dependente 
de mTOR (rapamicina), ou pela via independente da mTOR (rilmenidina), devem ser 
realizados para uma melhor compreensão de seus efeitos sobre a função cerebral durante o 
desenvolvimento da sepse. 
Algumas limitações do estudo devem ser observadas. Primeiramente, ativadores 
de autofagia foram administrados via injeção ivc. Enquanto isso limita a aplicação clínica 
destes resultados, todas as drogas podem ser administradas sistemicamente ao homem. No 
entanto, do ponto de vista mecanicista, diminui a probabilidade de um efeito sistêmico e não 
específico. Quando administrados sistemicamente, esses medicamentos se mostraram eficazes 
em diferentes modelos animais, embora o tempo e a duração ideais da administração sejam 
pouco compreendidos. Estudos adicionais são claramente necessários para definir a amplitude 
da janela terapêutica quando administrada sistemicamente.  
Segundo que, nenhum dos fármacos usados neste estudo, tem efeitos específicos 
sobre a dinâmica mitocondrial, e isso pode ter um impacto de diferentes efeitos cerebrais no 
tratamento com os fármacos observados aqui. No entanto, entende-se que a melhora na função 
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mitocondrial implica na diminuição da disfunção mitocondrial, sustentada no papel central da 





Conclui-se então que comprometimento a longo prazo da função cerebral está 
temporariamente relacionado à disfunção mitocondrial. A melhora farmacológica da função 
mitocondrial por ativadores de autofagia mitocondrial poderia recuperar animais com 
comprometimento cognitivo e sugerir um potencial terapêutico, porém mais estudos serão 
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Representação dos Western Blotting da quantificação das principais proteínas envolvidas da via da autofagia e 
mitofagia seus respectivos blotts, onde foram comparados e normalizados com a proteína padrão B-actina 
representada em cada uma das proteínas pela segunda banda. Os dados foram expressos em ug/proteína de 
homogenato de tecido. 
